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Zusammenfassung

Morbus Dupuytren (MD) ist eine fibroproliferative Erkrankung der Palmarfaszie genetischer,
immunologischer und ischdmischer Genese. Klinisch kommt es zu einer zunehmenden fixierten
Beugekontraktur der betroffenen Finger und deren Funktionseinschrankung. Zudem findet sich eine
hohe Rezidivrate. Kennzeichen der Erkrankung sind erhohte Level reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) und eine vermehrte Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten, unter anderem
induziert durch Wachstumsfaktoren wie Transforming growth factor f§ (TGF). Es konnte bereits
von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die Expression des a-smooth muscle actin (a-sma),
ein Surrogatparameter fiir vermehrte Myofibroblastengenese, durch Bestrahlung mit blauem Licht A
= 453 nm signifikant inhibiert wird. Dies konnte mit durch Bestrahlung induzierten ROS in
Zusammenhang stehen. Bis dato konnte nicht abschlieend geklart werden, welche Mechanismen
der ROS-Induktion sowie den erhohten ROS-Leveln zugrunde liegen und welche Bedeutung sie fiir
den Effekt der Bestrahlung haben. Ziel dieser Arbeit ist es aufzukliren, ob der therapeutische Effekt
des blauen Lichtes iiber die ROS-Generierung vermittelt werden konnte, welche ROS-
modulierenden Enzyme an der Erhdhung der ROS in MD-Fibroblasten beteiligt sein kdnnten und ob
die Reduktion der a-sma-Expression auch pharmakologisch induziert werden konnte. Mit oder ohne
TGFp1 (Ing/ml) behandelte MD- und Karpaltunnelsyndrom (CTS)-Fibroblasten wurden 3 bzw. 5
Tage mit blauem Licht (A = 453 nm, 40 J/cm? und 38 mW/cm?) bestrahlt. Weitere MD- und CTS-
Zellen wurden 5 Tage mit TGFB1 (0/1/5/10 ng/ml) behandelt und mit einer gleichbehandelten
Gruppe unter Zugabe eines TGF-Rezeptor-Inhibitors (SB-431542) (0,5 pMol) verglichen. Eine
weitere Gruppe von MD/CTS-Fibroblasten wurde mit TGFB und H»O- behandelt. Die Auswertung
erfolgte mittels Glutathionsperoxidase-Assay, durchflusszytometrischer und Western-Blot-Analyse.
Die Ergebnisse zeigen, dass die Zugabe von H,0,, ebenso wie blaues Licht, zu einer Inhibition der
a-sma-Expression fithrt. In MD- ist im Vergleich mit gleichbehandelten CTS-Fibroblasten die
Expression der Mangan-Superoxiddismutase (Mn-SOD) signifikant, auf ca. die Hailfte, erniedrigt.
Weiterhin konnte bei mit TGFf behandelten CTS- und MD-Fibroblasten eine durch Bestrahlung um
bis zu 2/3 verminderte Katalase-Expression nachgewiesen werden. Es konnte eine erhohte
Expression von TGFB hLAP in MD nachgewiesen werden. Weiterhin konnte evaluiert werden, dass
die a-sma-Expression durch Zugabe von SB-431542 (ein TGFp-Inhibitor) ebenfalls erniedrigt

werden kann, wiahrend die Mn-SOD verstarkt exprimiert wird.

Die erniedrigte Expression der Mn-SOD konnte als mogliche Quelle erhohter ROS in MD ausfindig
gemacht werden. Die Ergebnisse des TGFf-Inhibitions- und Bestrahlungsversuches deuten an, dass
die Mn-SOD-Expression durch TGFp inhibiert wird. Die Bestrahlung kénnte die ROS-Level durch
eine Inhibition der Katalase weiter erhdhen. Unterstiitzt wird dieses Ergebnis und eine mogliche
Verbindung von ROS und Bestrahlungseffekten durch die Inhibition der a-sma-Expression durch
H,0O,. Dariiber hinaus werden alternative Behandlungsmdoglichkeiten durch die pharmakologische
Inhibition der a-sma-Expression aufgezeigt.
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Summary

Dupuytren's contracture (Morbus Dupuytren, MD) is a fibroproliferative disease of the palmar fascia
caused by genetic, ischemic and immunologic alterations. Patients undergo an increasing contracture
of the afflicted fingers, resulting in loss of function. Furthermore, it is hallmarked by an inclination
towards relapse. MD is characterized by elevated levels of reactive oxygen species (ROS) and an
increased differentiation of fibroblasts to myofibroblasts, inducible by growth factors like
transforming growth factor B (TGFR). It is already known that radiation with blue light A = 453 nm
inhibits expression of o-smooth muscle actin (a-sma), a known surrogate parameter of
myofibroblasts. This might be due to a further blue light induced elevation of ROS. The source of
the increased ROS in MD, Involvement of ROS-modulating enzymes in radiation induced oxidative
stress and ROS’ meaning for the radiation‘s effects aren’t fully understood yet. Major subjects of the
present study are whether the therapeutic effect of blue light may depend on ROS, the investigation
of possible sources for the ROS and to provide further insight into the possibility of a

pharmacological inhibition of a-sma-expression.

MD- and carpal tunnel syndrome (CTS)-fibroblasts (+/- TGFB1 (Ing/ml)) were radiated with 40
J/em?, 38 mW/cm? and a wavelength of A = 453 nm for three and five days, respectively. Another
group of MD- and CTS-fibroblasts were incubated with 0/1/5/10 ng/ml TGFB1 and 0,5 uMol of a
TGFB-Receptor-Inhibitor (SB-431542) for 5 days and compared with a control receiving the same
TGEB-treatment. Further MD- and CTS-fibroblasts were incubated with TGF and H,O,. Analyses
were carried out with Western Blot, FACS and Glutathione Peroxidase-Assay. Treatment of MD-
cells with H>O, decreases expression of a-sma, pointing towards a possible connection between ROS,
radiation and inhibition of a-sma-expression. Additionally, MD-fibroblasts exposed to blue light and
TGFP demonstrated a decreased expression of Mn-SOD compared to CTS-fibroblasts, expressing
on average half the amount of Mn-SOD. Moreover, in both test groups fibroblasts treated with blue
light + TGFp reduced Catalase-expression by maximal 2/3. There was an increased expression of
TGFp hLAP in MD. Furthermore, a-sma-expression decreased in presence of SB-431542 (a TGFf-
inhibitor), whereas expression of Mn-SOD seemed to be induced by SB.

In conclusion, lowered basic expression of Mn-SOD may be one factor contributing to elevated ROS-
levels in MD. The results of the TGFp-inhibition and radiation suggest that TGFp may inhibit
expression of Mn-SOD. Further increase of ROS-levels in radiated cells may be caused by lowered
Catalase-expression. The inhibition of a-sma-expression by H,O» supports these findings as well as
a possible connection between ROS and blue light effects. The findings concerning a
pharmacological inhibition of a-sma expression point on the potential to improve the radiation’s

effect or add an alternative treatment.
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1 Einleitung

1.1 Atiologie und Verlauf des Morbus Dupuytren

Morbus Dupuytren (MD) ist eine superfizielle Fibromatose der Palmaraponeurose, bei der es durch
Verkiirzungen der Aponeurose zu Kontrakturen der Hohlhand kommt. Die Erkrankung betrifft vor
allem die Gruppe élterer, ménnlicher und weiBler Personen (Hueston, 1962) und ist assoziiert mit
Alkoholkonsum (Attali et al., 1987), Diabetes (Larkin und Frier, 1986) sowie HIV (Bower et al.,
1990). Das Verhiltnis mannlicher zu weiblichen Erkrankten betrdgt 7:1, mit hoherer Pravalenz in
Nordeuropa (Brenner et al., 2001, Hindocha, 2018). Die Privalenz ist in der Altersgruppe der 55-
jéhrigen 12 %, in der der 75-jdhrigen 29 %, und nimmt also mit steigendem Alter zu (Lanting et al.,
2014). Eine genetische Disposition gilt als erwiesen (Hu et al., 2005, Grazina et al., 2019), ebenso
spielen mitochondriale Mutationen (Bayat et al., 2005) eine Rolle. Insgesamt handelt es sich um eine

multifaktorielle Erkrankung, deren Atiologie nicht abschlieBend geklirt ist.

Die Erkrankungsmanifestation beginnt palmar, zumeist im Bereich der Hohlhand, und betrifft
grofBtenteils den 4. und 5. Finger (Grazina et al., 2019, Shaw et al., 2007). Die Krankheit kann in die
Stadien 0 — IV eingeteilt werden, wobei in Stadium 0 lediglich Knoten oder Strange ohne Kontraktur,
im Stadium I eine Kontraktur von 0-45°, 11 45-90°, III 90-135° und in Stadium IV eine Kontraktur >
135° vorhanden ist (Tubiana et al., 1968). Hierbei wird die Hand in 5 Segmente aus dem jeweiligen
Finger und dem korrespondierendem palmaren Handbereich eingeteilt. Dann werden die
Flexionskontrakturen = des  Metacarpophalangeal-(MCP),  proximalen = und  distalen
Interphalangealgelenkes (PIP und DIP) des jeweiligen Fingers zusammengerechnet, wodurch sich
das Stadium errechnet. Die Buchstaben ,,P* und ,,D* kennzeichnen, ob Lésionen palmar oder digital
lokalisiert sind. ,,H* steht weiterhin fiir Hyperextension, ,,N“ fiir Nodus, also ein Stadium der
Erkrankung ohne Kontraktur, aber mit aponeurotischer Lasion (Tubiana et al., 1968, Tubiana, 1986)

(Tab. 1).

Tabelle 1: Tubiana-Klassifikation (Tubiana et al., 1968, Tubiana, 1986)

Tubiana-Stadium Definition

0/N Knoten ohne Extensionsdefizit

I Totales Extensions-Defizit (MCP+PIP+DIP) 0-45°

11 Totales Extensions-Defizit (MCP+PIP+DIP) 45-90°
I Totales Extensions-Defizit (MCP+PIP+DIP) 90-135°
v Totales Extensions-Defizit (MCP+PIP+DIP) >135°

Frische Lisionen sind histologisch durch knotige Proliferationen von Spindelzellen gekennzeichnet,
dltere Lasionen sind zellirmer und zeigen dichte Kollagenfasern (Bocker et al., 2012; S. 904f.). Die
Erkrankung verlduft in drei Phasen: Wahrend der ersten ,,proliferativen® Phase entwickeln sich
Knoten iiber den Metacarpophalangeal- und proximalen Interphalangealgelenken. Es folgt die

Involutionsphase, zu deren Begin die Knoten kontrahieren — Kollagenproduktion und
1



Myofibroblastengenese sind charakteristische Merkmale dieser Phase — und es entstehen Knoten-
Strang-Komplexe. In der letzten Phase, der Residualphase, nimmt der Myofibroblasten-Anteil und
die Gesamtzellzahl ab, sodass primar Kollagen {ibrig bleibt (Grazina et al., 2019). Das MD-Gewebe
wird insgesamt von Myofibroblasten dominiert (Meister et al., 1978) und es sind erhohte Level von
Kollagen nachzuweisen (Kloen, 1999, Grazina et al., 2019). Charakteristisch ist eine Abnahme der
Expression von Kollagen Typ I, woraus sich ein erhdhtes Verhéltnis von Kollagen Typ 3 zu Typ 1
ergibt — dieses Phanomen ist wahrscheinlich auf die zunehmende Dichte von Fibroblasten in MD
zurlickzuftihren (Murrell et al., 1991). Als Surrogatparameter fiir die Myofibroblasten eignet sich a-
smooth muscle actin (a-sma) (Darby et al., 1990), dessen Expression auch durch Transforming
growth factor (TGF)B-Zugabe induziert werden kann (Desmouliere et al., 1993). Weiterhin kann in
MD-Fibroblasten Extra domain A Fibronektin (EDA-Fn) nachgewiesen werden (Kloen, 1999,
Halliday et al., 1994), welches fiir die TGFB-induzierte a-sma-Expression bzw.
Myofibroblastendifferenzierung bendtigt wird und selbst a-sma-Expression induzieren kann (Serini
et al., 1998, Kohan et al., 2010). Die Bedeutung des TGFp fiir die MD-Pathogenese wird insgesamt
dadurch deutlich, dass Myofibroblastendifferenzierung unter anderem durch TGFf induziert wird
(Desmouliere et al., 1993). In MD-Gewebe ist TGFB1 vermehrt nachzuweisen (Badalamente et al.,
1996, Krause et al., 2011), und durch Zugabe des TGFB-Rezeptor Inhibitors SB-431542 kénnen die
profibrotischen Eigenschaften unterbunden werden (SeBler, 2017, Krause et al., 2011). SB ist ein
spezifischer Inhibitor der TGF-Rezeptoren activin receptor-like kinase (ALK) 5, 4 und 7, wobei die
Behandlung mit Konzentrationen bis zu 10 uM keinen Einfluss auf die Zellviabilitit zeigt (Laping

et al., 2002, Inman et al., 2002, Callahan et al., 2002).

Es wurden bereits in anderen Arbeiten erhdhte Level reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) sowohl in
MD-Gewebe (Murrell et al., 1987, Krassovka et al., 2019) als auch in Urin und Speichel von MD-
Patienten (Nicula et al., 2014) gemessen. Es konnten profibrotische und -proliferative Eigenschaften
der ROS nachgewiesen werden, dies ldsst Riickschliisse auf eine mogliche Beteiligung von ROS an
der Pathogenese des MD zu: Die Zugabe von N-Acetyl-Cystein, welches antioxidativ wirkt, fiihrt in
MD-Fibroblasten zu einer Verringerung fibrotischer Marker, wie zum Beispiel der a-sma-Expression
(Kopp et al., 2006), und die Inhibition der endogenen ROS-Produktion von Fibroblasten hemmt
deren Proliferation (Murrell et al., 1990). Interessanterweise fiihrt die Bestrahlung von MD-Zellen
mit blauem Licht zu einer Abnahme des Myofibroblastenmarkers a-sma und einer Generierung von
ROS (Krassovka et al., 2019). Diese Ergebnisse werfen die Frage nach der Beteiligung von ROS an
Pathogenese des MD und an der therapeutischen Wirkung der Blaulicht-Bestrahlung auf.

Als Vergleichsgewebe dienen in dieser Arbeit, wie schon in mehreren vorangegangenen
Versuchsreihen, Karpaltunnelsyndrom (CTS)-Fibroblasten, die aus Gewebeproben von Patienten mit
Spaltung des Karpaldaches entnommen wurden. Bei dem CTS kommt es zur Kompression des

Nervus medianus im Karpaltunnel, dessen Dach das Ligamentum Carpi transversum bildet. In der
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Folge treten Schmerzen und Parésthesien der Hiande sowie Atrophie der Daumenballenmuskulatur
auf. Die Ursachen sind uneinheitlich: Frakturen, Luxationen, Arthritiden, Arthrosen und
Stoffwechselerkrankungen (z. B. Gicht und Amyloidose) werden diskutiert. Es findet sich ein
gehiduftes Auftreten bei Frauen in der Prdmenopause, was auf hormonelle Faktoren hindeutet.
Mechanische Ursachen, wie Mikrotraumen durch repetitive Bewegungen, sind als Ursache

umstritten (Bocker et al., 2012; S. 894).

1.2 Fibroblasten und Myofibroblasten und ihre Bedeutung im Morbus
Dupuytren

Fibroblasten sind langlebige Zellen, die existenzielle Bestandteile der extrazelluldiren Matrix (EZM)
bilden und deren Menge und Zusammensetzung bestimmen. Fibroblasten befinden sich im
Bindegewebe und in der Dermis und sind ubiquitidr im Korper verteilt. Die Morphologie der
Fibroblasten ist meist lang bzw. spindelférmig mit verzweigten Ausldufern, einem lédnglichen,
heterochromatinreichen Zellkern und einem hochdifferenzierten Zytoskelett. Sie exprimieren
Vimentin, Aktin und Myosin II. Fibroblasten sind motil und tiber Integrine mit Matrixkomponenten,
wie z. B. Fibronectin, verbunden (Welsch et al., 2018; S. 117f.). Desmin und a-sma werden in der
Regel nicht von Fibroblasten exprimiert. Eine der Aufgabe, die Synthetisierung von Komponenten
der extrazelluliren Matrix (EZM), umfasst die Produktion von Kollagen, Proteoglykanen,
Fibronektin und Proteasen wie die Matrix-Metalloproteinasen (MMP), die die EZM abbauen kénnen

(McAnulty, 2007).

Myofibroblasten wurden erstmals in den 1970er Jahren beschrieben und ihre Bedeutung fiir die
Wundheilung aufgezeigt (Majno et al., 1971). Sie differenzieren sich primér aus Fibrozyten (inaktive
Fibroblasten) und Fibroblasten, aber auch aus Endothelzellen, Epithelzellen (Epithelial-
mesenchymale Transition) oder hepatischen Sternzellen (Ito-Zellen). Myofibroblasten besitzen
charakteristische kontraktile Fasern und sezernieren grole Mengen an extrazelluldrer Matrix, die
vermindert abgebaut wird (Bocker et al., 2012; S. 60). Die EZM besteht unter anderem aus
Kollagenen, Glykoproteinen, Proteoglykanen, Laminin, Thrombospondin, Glykosaminoglykanen,
Hyaluronsédure und die EZM regulierende Proteine wie MMP und Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases (TIMP) (Li und Wang, 2011). Myofibroblasten iibernechmen eine wichtige Rolle
bei Bindegewebsumbau und Wundheilung, sie dienen zum Beispiel der Wundkontraktion und bilden
vermehrt Zell-Zell/Matrix Kontakte aus (Hinz und Gabbiani, 2003). Die Zellen sind ebenfalls
assoziiert mit pathologischen Prozessen wie einer iiberschieBenden Narbenbildung und Fibrose, bei
der es zur Persistenz der Myofibroblasten kommt (Hinz et al., 2012, Desmouliére et al., 2003,
Gabbiani et al., 1971). Auch in MD lassen sich vermehrt Myofibroblasten nachweisen (Meister et
al., 1978).



Durch mechanischen Stress und Wachstumsfaktoren, wie zumeist TGFf, kommt es in den
Vorlduferzellen der Myofibroblasten zur Ausbildung primér aus Actin bestehender Stressfasern. Die
nun als ,,Protomyofibroblasten” bezeichneten Zellen konnen sich zu den o-sma-positiven
Myofibroblasten weiterentwickeln (Hinz et al., 2007, Darby et al., 2014). Diese Differenzierung zu
Myofibroblasten kann durch TGFp (Desmouliere et al., 1993, Vaughan et al., 2000), mechanischen
Stress (D. Arora et al., 1999) und bestimmte Matrixproteine wie EDA-Fn, eine Splei3variante des
Fibronectins (Shinde et al., 2015, Kohan et al., 2010, Serini et al., 1998) getriggert werden (Hinz et
al., 2007). Auch andere Einflussfaktoren, wie Hypoxie, konnen eine Differenzierung zu

Myofibroblasten auslosen (Misra et al., 2010).

Myofibroblasten besitzen sowohl Eigenschaften von glatten Muskelzellen als auch Fibrozyten
(Welsch et al.; S.170). Im Gegensatz zu Fibroblasten exprimieren sie jedoch a-sma, weshalb sich
dieses Protein als Surrogatparameter fiir Myofibroblasten anbietet (Darby et al., 1990). Weiterhin
sind Myofibroblasten, wie glatte Muskelzellen, typischerweise untereinander iiber Gap junctions
verbunden (Tomasek et al., 2002). Der sie von Fibroblasten unterscheidende kontraktile Apparat
besteht aus Aktinblindeln mit kontraktilen Proteinen (Myosin), a-sma sowie EDA-Fn (Chrzanowska-
Wodnicka und Burridge, 1996, Kolodney und Elson, 1993). Das Protein a-sma scheint daher fiir die
kontraktilen Eigenschaften der Myofibroblasten von Bedeutung zu sein (Hinz et al., 2001, Shinde et
al., 2017). In vitro kann TGFfB1 die a-sma-Expression in Fibroblasten induzieren (Desmouliere et

al., 1993), folglich eignet sich TGFp fiir die experimentelle Induktion von Myofibroblasten.

1.3 Die Rolle des TGFp in der Myofibroblastengenese

TGFp ist ein Wachstumsfaktor und fordert einerseits Fibroblastenproliferation, -differenzierung und
Kollagen-Synthese, aber auch Inhibition der Proliferation (Roberts et al., 1985, Roberts et al., 1986,
Tucker et al., 1984). In Sdugetieren sind die Isoformen TGFB1, 2 und 3 beschrieben (Kubiczkova et
al., 2012). Die Zugabe von TGFB1 kann die Expression des Myofibroblastenmarkers o-sma
induzieren und fiihrt zu der Ausbildung struktureller Elemente in Myofibroblasten (Vaughan et al.,
2000, Desmouliere et al., 1993, Darby et al., 1990). Weiterhin zeigt sich im Mausmodell, dass der
Knock-Out von an der TGFp-Signalkaskade beteiligten Molekiilen die Ausbildung einer Fibrose
verhindern kann (Bonniaud et al., 2004). TGFB1 ist folglich ein wichtiger Induktor der
Myofibroblastendifferenzierung und an der Pathogenese fibrotischer Erkrankungen beteiligt. Dies
zeigt sich unter anderem auch in der Nachweisbarkeit erhohter TGFB-Level in hypertrophen Narben

(Leask und Abraham, 2004) und im MD (Badalamente et al., 1996, Krause et al., 2011).

Fibroblasten und Myofibroblasten sezernieren TGFp als Teil eines latenten Komplexes, bestehend
aus LAP (latency-associated protein) und dem LTBP-1 (latent TGF[1-binding protein) (Mangasser-
Stephan et al., 2001, Koli et al., 2005). TGFP wird zuerst mit dem LAP, welches sich aminoterminal

befindet und fiir die Reifung des Proteins notwendig ist, als Propeptid synthetisiert — dieser Komplex
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wird als small latent complex bezeichnet (Kubiczkova et al., 2012, Gray und Mason, 1990). Die
Freisetzung dieses Propeptides erfolgt dann als large latent complex, in welchem der small latent
complex an das Glykoprotein LTBP-1 gebunden vorliegt (Miyazono et al., 1988). TGFp muss, um
an seinen Rezeptor binden zu kdnnen, aus dem /arge und small latent complex geldst werden (Annes
et al., 2003). LTBP-1 verankert diesen Komplex in der EZM, und hier kann TGFp1 iiber z. B.
Plasmin oder Thrombospondin-1 freigesetzt werden (Annes et al., 2003, Taipale et al., 1994,
Crawford et al., 1998). Es sind jedoch alternative Wege der Aktivierung bekannt. LAP und LTBP-1
binden Integrine wie z. B. av6 (Munger et al., 1999), avB3 (Ludbrook et al., 2003) und a831 (Lu et
al., 2003), und das epitheliale Integrin avf6 kann Protease-unabhiangig TGFp aktivieren (Annes et
al., 2004, Munger et al., 1999). Sowohl die Integrine a8B1 als auch avp3 und 5 sind hierbei mit
fibrotischen Erkrankungen assoziiert (Asano et al., 2006, Asano et al., 2005, Bouzeghrane et al.,
2004). Weiterhin ist auch TGFB-Aktivierung durch ROS und ionisierende Strahlung bekannt
(Barcellos-Hoff und Dix, 1996), wobei eine Oxidation des LAP mit anschlieBender
Konformationsanderung ursichlich ist (Jobling et al., 2006). Die Oxidierung durch ROS findet nur
bei dem LAPP1 statt, wahrscheinlich aufgrund eines Methionin-Restes dieser Isoform, wodurch

ROS-induzierte Freisetzung von TGFB1 moglich wird (Jobling et al., 2006, Krsti¢ et al., 2015).

In den meisten Zellen finden sich 3 Subtypen von TGFB-Rezeptoren: TGFB-R 1, II oder I11. Fiir MD
sind TGFB-R I und II von Bedeutung, bei denen es sich um transmembrane Serin/Threonin-Kinase-
Rezeptoren handelt (Kubiczkova et al., 2012). ALK1, 2, 3, 4, 5, 6 und 7 gehdren zu den TGFB-R 1.
Die Typ II-Familie umfasst TGFBR2, BMPR2, ACVR2A/2B und AMHR2. TGFB-R I enthalten eine
zytoplasmatisch lokalisierte Glycin-Serin-Doméne, die fiir die Aktivierung phosphoryliert werden
muss (Wrana et al., 1994, Kubiczkova et al., 2012). Im Zuge der Aktivierung des Signalweges bindet
TGFp-R II dimeres TGFp und rekrutiert sowie phosphoryliert TGFB-R I (Kubiczkova et al., 2012,
Shi und Massagué, 2003). Regulatorische R-Smad binden den auf diese Weise aktivierten Typ I
Rezeptor liber das Protein SARA (SMAD Anchor for receptor activation) (Tsukazaki et al., 1998).
Die  Serin/Threonin-Kinase des Rezeptors aktiviert durch  Phosphorylierung  die
Transkriptionsfaktoren Smad 2 sowie 3, die jeweils an Smad 4 binden und in den Zellkern
transloziert werden. Hier findet eine Interaktion mit DNA-Transkriptionsfaktoren statt (Feng und
Derynck, 2005, Massague et al., 2005). In den Signalweg kann regulierend eingegriffen werden:
Smad 7 ist ein negativer Feedback-Inhibitor des TGFB-Signalweges und vermittelt eine Inhibition
von Smad 3, sodass es durch Uberexpression von Smad 7 zu einer erniedrigten Expression
profibrotischer Marker kommen kann (Yan et al., 2009, Wang et al., 2007, Flanders, 2004).
Allerdings wird auch berichtet, dass TGFB auch Smad-unabhingig die Differenzierung zu
Myofibroblasten induzieren kann (Wilkes et al., 2005).



1.4 Der Einfluss der ROS auf die Pathogenese des MD

ROS haben diverse Funktionen und Einfliisse in der Zellphysiologie. Thre Anwesenheit kann zu
oxidativem Stress fiihren, und zu den moglichen Schiden gehoren Strangbriiche der DNA,
Fehlpaarungen sowie Mutationen ebenso wie Verdnderungen der dreidimensionalen Proteinstruktur.
ROS konnen weiterhin das aktive Zentrum von Enzymen modifizieren und somit deren Funktion
empfindlich storen. Nicht nur Proteine, auch Kohlenhydrate und Lipide konnen durch Radikale
verdandert werden, ein Beispiel wire die Lipidperoxidation. Oxidativer Stress entsteht iberwiegend
durch Ein-Elektronen-Reduktion von Sauerstoff zu O, durch UV-Licht, Rontgen- und
Gammastrahlen oder Autooxidation. Auch in physiologischen Zellreaktionen, wie der Atmungskette,
oder durch die Aktivitit verschiedener Enzyme entstehen ROS wie Superoxid (O») oder das weniger
reaktive ~ Wasserstoffperoxid  (H»O0:). Aus diesem Grund werden Schutz- und
Entgiftungsmechanismen benétigt. Einerseits ist es moglich, die ROS nicht-enzymatisch iiber
Antioxidantien oder Abbau geschéddigter Molekiile zu entfernen, auf der anderen Seite verfiigt der
Organismus zum Abbau der ROS {iiber enzymatische antioxidative Redoxsysteme, wie die Katalase,
Glutathionperoxidase, zytoplasmatische CuZn-Superoxiddismutase SOD1 und die mitochondriale

Mn-Superoxiddismutase SOD2 (Heinrich et al., 2014; S. 254 ff.).

ROS besitzen zwar schidliche Eigenschaften, sie sind jedoch auch ein essenzieller Bestandteil der
Immunabwehr und Homdostase: ROS werden von Immunzellen als Abwehrmechanismus
produziert, sie dienen als Signalmolekiile und greifen in den Zellmetabolismus ein (Finkel und
Holbrook, 2000). Zellen konnen enzymatisch, wie z. B. durch die NOX4, eine NADPH-Oxidase,
selbst ROS produzieren (Murrell et al., 1990, Richter und Kietzmann, 2016). ROS interagieren mit
wichtigen Signalwegen innerhalb der Zelle, z. B. den p53- und NFkB-Signalkaskaden, und
beeinflussen unter anderem Zellproliferation, Apoptose sowie weitere physiologische, jedoch auch
pathologische Vorginge (Finkel und Holbrook, 2000). Die Wirkung der ROS scheint hierbei auch
von der Dosis abzuhingen, ein Phanomen, welches als Hormesis bezeichnet wird: geringe Dosen
einer schidlichen Substanz kdnnen ,,positive* Effekte auf den Organismus haben, in diesem Fall z.
B. vermehrte Zellproliferation statt Apoptose, wie es bei Fibroblasten gezeigt werden konnte (von
Zglinicki et al., 1995, Murrell et al., 1990). Es wurde bereits demonstriert, dass es eine Verbindung
zwischen fibrotischen Erkrankungen und ROS gibt (Richter und Kietzmann, 2016). In einer priméiren
Lungenfibrose zum Beispiel konnten durch ROS (200 uM H»0>) a-sma und Typ I Kollagen induziert
werden, was einer Differenzierung in Myofibroblasten entspriache (Bocchino et al., 2010). Weiterhin
sind durch die NOX4 erhohte ROS-Level mit der Differenzierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten in Zusammenhang gebracht worden (Barnes und Gorin, 2011). Murrell et al.
postuliert, dass ROS auch fiir die Pathogenese des MD eine entscheidende Rolle spielen (Murrell et

al., 1987). Tatséchlich konnte in MD-Gewebe erhohte Level von Hypoxanthin, was in weiterem



Verlauf zu vermehrten ROS fiihrt, nachgewiesen werden (Murrell et al., 1987), und es finden sich

Zeichen oxidativer Dysbalance in Speichel und Urin von MD-Patienten (Nicula et al., 2014).

Zwischen ROS und TGFp besteht eine wechselseitige Beziechung — TGFpB kann ROS induzieren,
ROS wiederum die Wirkung des TGFf verstiarken (Richter und Kietzmann, 2016, Liu und Desai,
2015). Beispielsweise induziert TGFP in humanen pulmonalen Fibroblasten H>O, und
mitochondriale ROS-Produktion (Jain et al., 2013) und erhoht die NOX4-Expression in glatten
Muskelzellen der Atemwege (Michaeloudes et al., 2011). ROS koénnen wiederum die TGFp-
Aktivierung vermitteln (Barcellos-Hoff und Dix, 1996). Es wird vermutet, dass es durch ROS zur
Oxidation und Konformationsidnderung des LAP kommt, sodass das LAP TGFB1 nicht mehr bindet,
welches folglich frei verfiigbar wird (Jobling et al., 2006). Wenn TGFf und Antioxidantien (wie N-
Acetyl-Cystein (NAC)) zu dermalen Fibroblasten hinzugegeben werden, findet keine TGFf-
induzierte a-sma-Expression statt, was darauf hinweist, dass entstehende ROS fiir die
Myofibroblastendifferenzierung essenziell sind (Murphy-Marshman et al., 2017). Auch die Zugabe
von NAC zu MD-Fibroblasten erniedrigt die a-sma-Expression (Kopp et al., 2006). All dies
unterstreicht die Annahme einer wichtigen Rolle von ROS in der Pathogenese fibrotischer

Erkrankungen und MD.

ROS sind jedoch nicht nur an der Pathogenese des MD beteiligt. Bei Blaulicht-Bestrahlung entstehen
ROS in dermalen Fibroblasten (Taflinski et al., 2014, Mamalis et al., 2015, Oplédnder et al., 2011).
Es konnte demonstriert werden, dass es in isolierten Mitochondrien aus epithelialen Zellen zur
Produktion von Superoxiden, H,O, und singulirem Oxygen durch blaues Licht kommt (Godley et
al., 2005). Die Zugabe von Resveratrol, einem Antioxidans, konnte die Effekte des blauen Licht auf
dermale Fibroblasten inhibieren, was darauf hindeutet, dass die Entstehung von ROS fiir die Wirkung
des blauen Lichtes essenziell sein konnte (Mamalis et al., 2016). Es ist daher von Interesse, ob ROS
nicht nur negative Effekte, wie die Fibrose, sondern auch positive Effekte, wie die antifibrotische
Wirkung des blauen Lichtes, modulieren, und wie diese ROS generiert werden konnten. Eine

mogliche Quelle stellen diverse ROS-modulierende Enzyme dar.

1.4.1 Rolle der ROS-modulierende Enzyme und Transkriptionsfaktoren
Die SOD1 (CuZn-Superoxiddismutase) ist im Zytoplasma lokalisiert und baut Superoxidanionen ab

(Sea et al., 2015), dargestellt in folgender Gleichung.
20; +2H* > 0, + H,0,

Hierbei ist darauf hinzuweisen, dass durch Superoxiddismutasen ROS in Form von O,  abgebaut
werden, jedoch andere ROS in Form von H,O» entstehen. Die SODI scheint in humanen dermalen
Fibroblasten durch oxidativen Stress inhibiert zu werden (Stralin und Marklund, 1994). In Ratten-
Zellen kann die Expression der SOD1 jedoch durch H>O» induziert werden (Yoo et al., 1999), was

durch NFkB moduliert zu werden scheint (Rojo et al., 2004). Die TGF-induzierte Proliferation und
7



Kontraktion kann in humanen Myofibroblasten durch Zugabe der SODI inhibiert werden
(Mattyasovszky et al., 2016), was auf eine Rolle der SOD1 wihrend der Myofibroblastengenese
hinweist. Besonders interessant ist, dass die Applikation von Gel mit enthaltener humaner SOD bei
Patienten mit Induratia penis plastica, einer dem MD #hnlichen Erkrankung, einen lindernden Effekt
erzielen konnte (Reduktion der Schmerzen und Reduktion der Gré8e der Lasion) (Riedl et al., 2001,
Riedl et al., 2005).

Die SOD2 (Mn-SOD) katalysiert die gleiche Reaktion wie die SODI, ist jedoch in den
Mitochondrien lokalisiert (Pias et al., 2003). In glatten Muskelzellen konnte demonstriert werden,
dass TGFpB die Expression der Mn-SOD inhibieren kann (Michaeloudes et al., 2011), wodurch
oxidativer Stress in Form von O induziert werden konnte. Die Mn-SOD-Expression kann in
Fibroblasten durch oxidativen Stress (Stralin und Marklund, 1994) und in pulmonalen
Adenokarzinom-Zellen durch H,O; induziert werden (Warner et al., 1996). Interessanterweise fiihrte
die Deletion der Mn-SOD in Caenorhabditis elegans zu einer verldngerten Lebensspanne (Van
Raamsdonk und Hekimi, 2009). Eine verstirkte Mn-SOD-Expression in murinen Myokardzellen
scheint dagegen vor oxidativem Stress, Fibrosierung und proapoptotischen Signalen zu schiitzen

(Kwak et al., 2015).

H»0, gehort als stabiles molekulares Oxidantium zu den ROS und kann unter anderem durch die
Glutathionperoxidase und die Katalase weiter enzymatisch prozessiert werden. Die GPX wurde 1957

entdeckt und katalysiert die folgende Reaktion (Mills, 1957):
2 GSH + H,0, » GS —SG +2H,0

GSH stellt das reduzierte Glutathion, GS-SG das Glutathiondisulfid dar. Die Glutathion-Reduktase

reduziert das Glutathiondisulfid, sodass das Glutathion regeneriert wird.

Die Katalase wurde 1900 erstmalig beschrieben und vermittelt ebenfalls den Abbau von

Wasserstoffperoxid (Loew, 1900):
2H,0, - 2H,0+ 0,

Es ist bereits bekannt, dass die Katalase durch Licht beeinflusst werden kann: in humanen dermalen
Fibroblasten sowie Eichhdrnchen- und Kaninchengewebe wird sie durch UVA-Bestrahlung
inaktiviert bzw. inhibiert (Shindo und Hashimoto, 1997, Zigman et al., 1996). Katalase- und GPX-
Expression scheinen durch ROS reguliert zu werden, da sie NFkB-moduliert durch H,O; in

Muskelzellen induziert werden (Zhou et al., 2001, Franco et al., 1999).

Ein weiteres ROS-modulierendes Enzym ist die NOX4, die H,O, (Martyn et al., 2006, Takac et al.,
2011) und Superoxidanionen (O7) produzieren kann (Heinrich et al., 2014; S. 889). Hierbei wird
Sauerstoff unter Zuhilfenahme von NADPH zu O reduziert. Die NOX4 vermittelt in verschiedenen
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Geweben die TGFp induzierte Myofibroblastendifferenzierung (Bondi et al., 2010, Cucoranu et al.,
2005, Hecker et al., 2009, Jiang et al., 2014b) und es konnte demonstriert werden, dass die Inhibition
der NOX4 in dermalen und gingivalen Fibroblasten die a-sma Induktion durch TGFp unterbindet
(Murphy-Marshman et al., 2017). Weiterhin ist eine Hochregulation der NOX4-Expression in
Hepatozyten (Carmona-Cuenca et al., 2008) und glatten Muskelzellen der Atemwege (Michaeloudes
et al., 2011) durch TGFP bekannt. Auch in pulmonalen Zellen wurde die NOX4 durch TGFf
induziert und fiir die Differenzierung zu Myofibroblasten benétigt (Hecker et al., 2009). Insgesamt
moduliert die NOX4 die fibrotischen Prozesse (Chan et al., 2013, Cucoranu et al., 2005) und
bisherige Ergebnisse deuten auf eine wichtige Rolle in der Pathogenese fibrotischer Erkrankungen

hin (Barnes und Gorin, 2011, Bondi et al., 2010, Jiang et al., 2014a).

Auch die Transkriptionsfaktoren B-Catenin, beteiligt am WNT-Signalweg, und NF«kB sind an der
Regulation der ROS und fibrotischer Erkrankungen beteiligt. B-Catenin liegt normalerweise durch
Kinasen phosphoryliert im Zytoplasma vor, wird ubiquitiniert und abgebaut. Bindet nun der Wnt-
Ligand, wird die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors unterbunden und B-Catenin so
stabilisiert. Dieses sammelt sich im Zytoplasma, diffundiert in den Nucleus und fiihrt dort zur
Transkription. Dies ist der kanonische Wnt-Signalweg (Clevers und Nusse, 2012). Die B-Catenin-
Expression wird durch TGFB in Fibroblasten induziert (Amini Nik et al., 2007) und in
fibroproliferativen Erkrankungen, wie dem MD, wurden vermehrt posttranslationale Verdnderungen
des B-Catenins gefunden, die mit zytoplasmatischer Akkumulation assoziiert sind (Bowley et al.,
2007). Dariiber hinaus lassen sich im MD-Gewebe erhohte Expressionslevel von B-Catenin
nachweisen (Howard et al., 2003, Varallo et al., 2003b, Ten Dam et al., 2016). f-Catenin ist in der
Vermittlung des wundheilenden Effektes von TGEP involviert (S Cheon et al., 2006) und auch fiir
die Myofibroblastendifferenzierung durch TGFp ist die Aktivierung des WNT/B-Catenin Signalwegs
erforderlich (Xu et al., 2017).

NF«B ist an der Regulation von Apoptose, Stressreaktionen, Entziindungsprozessen und an
Proliferation sowie Differenzierung beteiligt (Siomek, 2012). Singuldres Oxygen und auch UVA-
Bestrahlung von humanen Fibroblasten aktivieren NFkB (Vile et al., 1995, Reelfs et al., 2004,
Volanti et al., 2002). Durch ROS-abhéngige Oxidation kann jedoch die DNA-Bindefahigkeit des
Transkriptionsfaktors und damit dessen Wirkung auch herabgesetzt werden (Toledano und Leonard,
1991). NF«xB ist weiterhin involviert in die Regulation der antioxidativ wirksamen Enzyme: der
Transkriptionsfaktor ist beteiligt an der Induktion der GPX-, Katalase- und SOD1-Expression durch
ROS (Franco et al., 1999, Zhou et al., 2001, Rojo et al., 2004) und der Induktion der Mn-SOD-
Expression durch Antioxidantien oder x chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein (Murley

et al., 2001, Kairisalo et al., 2007).



1.5 Therapieoptionen des Morbus Dupuytren
Die Behandlung des MD erfolgt stadienabhingig. Allgemein wird in Stadium O nach Tubiana

Zuwarten, Aufkldrung und Beobachtung empfohlen, in Stadium I und II kann auf eine perkutane
Nadelfasziotomie zuriickgegriffen werden, in Stadium III und IV ecine particlle Faszicktomie
(Bundesvereinigung, 2012). Als Nicht-Operative Verfahren fiir die Therapie des MD bieten sich
Massage, Schienung oder Radiotherapie an (Kadhum et al., 2017, Christie et al., 2012, Larocerie-
Salgado und Davidson, 2012), wobei der Langzeiterfolg kontrovers diskutiert wird und groBere
Studien zur Einschitzung fehlen (Eaton, 2014). Eine weitere Mdglichkeit stellt die Injektion von
Kollagenase zur enzymatischen Zersetzung des Kollagenstranges dar. Es fehlen jedoch auch hier
Langzeitstudien (Sanjuan-Cervero, 2019), und ein Wiederauftreten der Erkrankung ist haufig (Van
Beeck etal., 2017). Die perkutane Nadelfasziotomie ist eine weitere, wenig invasive Therapieoption,
bei der das strangartig verdnderte Gewebe mittels perkutaner Stiche mit geschliffenen Kaniilen
durchtrennt wird. Dieses Verfahren eignet sich tendenziell fiir dltere Patienten mit Kontrakturen
einzelner Fingerstrahlen an, birgt jedoch ein hoheres Rezidivrisiko und kann zu Nervenverletzungen
fihren (van Rijssen et al., 2012). Extensive Percutaneous Aponeurotomy and Lipografiing ist eine
Behandlungsmdglichkeit, bei der unter kontinuierlicher Spannung die Stringe selektiv angeschnitten
werden und subkutan Lipoaspirat injiziert wird (Hovius et al., 2011). Die Therapie gilt als sicher und
wenig invasiv, die Riickfallrate nach 1 Jahr korrespondiert mit der nach offener Operation (Hovius
etal., 2015). Ahnliche Methoden sind die Fasziotomie und die segmentale Fasziektomie (Dumont et

al.,, 2011).

Die bevorzugt angewandte operative Methode ist die limitierte bzw. partielle Fasziektomie, bei der
nur das befallene Gewebe anstelle der gesamten Aponeurose (wie bei der totalen Fasziecktomie)
entfernt wird. Zielsetzung ist hierbei eine bestmodgliche Korrektur der Kontraktur (Henry, 2014).
Weitere Moglichkeiten, z. B. nach totaler Fasziektomie, sind die open-palm-Technik mit Belassung
eines Hautdefektes oder die Dermatofasziektomie mit Vollhautdeckung, anwendbar unter anderem
bei schweren Rezidiven. In therapierefraktiren Fillen oder bei terminal kontrakten,
funktionsunfahigen Gelenken kann eine Amputation des betroffenen Strahles eine sinnvolle und fiir
den Patienten entlastende Alternative sein (Dumont et al., 2011). Tendenziell zeigt die partielle
Fasziektomie, bezogen auf Beseitigung der Kontraktur und Rezidivrate sowie -ausmaB, eine bessere
Wirksamkeit als die weniger invasiven Methoden (Nadelfasziotomie und Kollagenaseinjektion),
welche jedoch komplikationsdarmer sind (Henry, 2014, Chen et al., 2011). Als Komplikationen
werden nach (partieller) Fasziektomie Infektionen (4 - 12 %), regionales Schmerz-Syndrom (2 - 13
%), Nervendurchtrennung (2 - 5 %) und Neurapraxie (0,4 - 52 %) beschrieben, nach
Nadelfasziotomie oder Kollagenaseinjektion Einrisse der Haut (9 - 25 %), aber ebenso Auftreten von

Nervenldsionen sowie die Entwicklung eines regionalen Schmerzsyndromes (Chen et al., 2011).
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Ein Problem in Bezug auf die Behandlung des Morbus Dupuytren ist das Wiederauftreten der
Erkrankung: Es wird von Rezidivraten bis zu 33 % (Totale Fasziektomie) und 17 % (Partielle
Fasziektomie) berichtet (Constantinou und Deutinger, 1996). In einem Review von 2011 werden
Rezidivraten von 12 - 39 % nach partieller Fasziektomie, 50 - 58 % nach Nadelfasziotomie, und 10
- 31 % nach Kollagenase-Injektion angegeben (Chen et al., 2011). Auch aktuellere Untersuchungen
bestitigen, dass nach Fasziektomie die niedrigsten Rezidivraten zu erwarten sind (Leafblad et al.,

2019).

1.6 Blaues Licht als Therapieoption des Morbus Dupuytren

Sowohl in humanen dermalen Fibroblasten (Taflinski et al., 2014) als auch MD-Fibroblasten
(Krassovka et al., 2019) konnte die Bestrahlung mit blauem Licht als Inhibitor der TGFB-induzierten
Zunahme der a-sma-Expression identifiziert werden (Krassovka, 2017, Borgschulze, 2016). Dies
deutet auf einen moglichen therapeutischen Effekt der Bestrahlung hin, da ein Riickgang der
Myofibroblastendifferenzierung demonstriert werden konnte. Auch wird blaues Licht bereits in der
Therapie dermatologischer Erkrankungen wie Akne (Wheeland und Koreck, 2012, Gold et al., 2011),
Psoriasis (Pfaff et al., 2015) und atopischer Dermatitis (Becker et al., 2011) eingesetzt, kann jedoch
unter anderem eine Photoretinopathie auslosen, weshalb auf entsprechende SchutzmafBinahmen zu

achten ist (Okuno, 2008).

Das fiir das menschliche Auge sichtbare Licht, elektromagnetische Strahlung, hat eine Wellenldnge
im Bereich von 400 - 780 nm. Es gibt weitere Wellenldngenbereiche, die fiir das menschliche Auge
unsichtbar sind, wobei hier die Ultraviolett (UV)- (100 - 400 nm) und Infrarotstrahlung (780 — 1440
nm) hervorzuheben sind. Die auf der Erde eintreffende Strahlung besteht aus 3 - 7 % UV-Strahlung,
53 % Infrarotstrahlung und 44 % sichtbarem Licht. Die UV-Strahlung wird weiterhin in UVB- (280-
315 nm), UVC- (100 — 280 nm) und UVA-Strahlung (315 - 400 nm) gegliedert, wobei die die
Erdoberfliche erreichende UV-Strahlung groftenteils aus UVA-Strahlung besteht (Svobodova et al.,
2006, Frederick et al., 1989, Mahmoud et al., 2008). Strahlung kann auf verschiedene Weisen
Einfluss auf den Organismus nehmen. Photonen treffen auf die Haut und werden dort unter anderem
von Chromophoren oder Photosensibilisatoren absorbiert. Durch die Absorption kénnen direkt licht-
induzierte Reaktionen gestartet werden, oder Molekiile werden durch die Absorption eines Photons
und Umverteilung der Elektronen in einen angeregten Zustand tiberfiihrt (sogenannter excited singlet
state). In dessen Folge konnen Fluoreszenzsignale oder Warme emittiert werden, oder es kommt zu
Reaktionen oder Umwandlung in den langlebigen triplet excited state. In diesem angeregten Zustand
kann es zu indirekten Schidigungen kommen, welche in Typ I und II unterteilt werden konnen. Bei
Typ I kommt es zu einem Elektronentransfer zwischen dem angeregten Molekiil und anderen
Molekiilen, sodass es zur Radikalformung ohne Bendtigung von Sauerstoff kommt. Bei dem Typ II
findet ein Energietransfer zwischen dem angeregte Molekiil und molekularem Sauerstoff statt, sodass

ROS entstehen (Svobodova et al., 2006, Pattison und Davies, 2006). Auch blaues Licht kann sowohl
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in humanen dermalen Fibroblasten als auch MD-Fibroblasten ROS-Generierung zur Folge haben,
weiterhin erhdht die Bestrahlung mit blauem Licht die Anfalligkeit humaner dermaler Fibroblasten
fiir Wasserstoffperoxid-Toxizitdt (Mamalis et al., 2015, Krassovka et al., 2019, Taflinski et al., 2014,
Oplédnder et al., 2011). Epithelzellen zeigen ebenso eine Generierung von ROS in Folge der
Bestrahlung mit blauem Licht, und es lassen sich mitochondriale DNA-Léisionen nachweisen
(Godley et al., 2005). Hierbei ist anzumerken, dass die Bestrahlung dermaler Fibroblasten mit
Wellenldngen von 410 — 430 nm in hohen Dosen zu einer Verringerung der Zellzahl fiihrt, bei 453
nm jedoch keine toxischen Effekte nachgewiesen werden (Oplénder et al., 2011, Krassovka et al.,
2019, Liebmann et al., 2010). Zusammenfassend stellt sich die Frage, ob entstchende ROS den

moglichen therapeutischen Effekt des blauen Lichtes modulieren.

1.7 Ziele der Arbeit

Auf Grundlage der bisherigen Erkenntnisse zum MD und der Bestrahlung lassen sich folgende

Fragestellungen zusammenfassen, die im Zuge dieser Arbeit bearbeitet werden sollten:

1. Obwohl erhohte ROS-Level mitverantwortlich fiir die erhhte Myofibroblastengenese im MD
beschrieben werden, kommt es bei Bestrahlung mit blauem Licht zu einer Inhibition der o-sma-
Expression. Hier konnten bei der Bestrahlung induzierte ROS verantwortlich sein. Sind ROS in der
Lage, den TGFB-vermittelten Effekt der Myofibroblastendifferenzierung, definiert als Induktion von

o-sma, zu inhibieren?

Zur Uberpriifung der Hypothese, ob ROS zu einer Inhibition der Myofibroblastendifferenzierung
fiihren konnten, wurden TGFB-behandelte MD-Fibroblasten mit H>O, inkubiert. AnschlieBend
wurde die a-sma-Expression mittels Western Blot zwischen behandelten Zellen und Kontrollgruppen
verglichen. Auf diese Weise sollte festgestellt werden, ob ROS tendenziell die

Myofibroblastendifferenzierung, essenziell fiir die MD-Pathogenese, verhindern kénnen.

2. Welche Enzyme konnten an der Entstehung der in unbehandelten MD-Fibroblasten nachweisbaren
erhohten ROS-Level beteiligt sein? Welche Enzyme werden durch die Bestrahlung beeinflust und

konnten fiir die bestrahlungsassoziierte ROS-Generierung verantwortlich sein?

Um die in Frage kommenden enzymatischen ROS-modulierenden Systeme und mit ihnen
interagierende Transkriptionsfaktoren zu untersuchen wurden MD mit CTS mit und ohne TGF-
Behandlung und/oder Bestrahlung verglichen. Die Expressionsanalyse der Enzyme erfolgt mittels
Western-Blot. Als mogliche Ursache kommen enzymatische Systeme in Frage, die ROS produzieren

oder abbauen.

3. Ist eine Inhibition der Myofibroblastendifferenzierung, wie durch Bestrahlung mit blauem Licht,
auch pharmakologisch durch TGF-Inhibition méglich und wie beeinflusst diese die ROS-assoziierten
Systeme?

12



Zuerst wurden zur Kldrung dieser Frage MD mit CTS-Fibroblasten mittels FACS-Analyse
verglichen, um mogliche Verdanderungen der TGFB-Rezeptor-Expression darzustellen. Da postuliert
wird, dass ROS, mittels Enzym-Expressionsveridnderung, die MD-Pathogenese und den Effekt
blauen Lichtes vermitteln, stellt sich die Frage, ob es eine Interaktion zwischen SB-431542, ROS-
modulierenden Enzymen und letztendlich ROS gibt. Um zu der Hypothese, dass TGFp-Inhibition
auch eine Verdnderung der Expression ROS-modulierender Enzyme hervorrufen konnte, nihere
Erkenntnisse zu gewinnen, wurden die Zellen mit TGFB und SB-431542 behandelt, um die

Expression der Enzyme mittels Western Blot zu analysieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten und Probenmaterial

Die in dieser Arbeit verwendeten Biomaterialien beinhalten zum einen Bindegewebe der Hand von
Patienten mit Morbus Dupuytren (MD) und zum anderem von Patienten mit Karpaltunnelsyndrom
(CTS). Aus den Patientenproben wurden spezifische Gewebszellen (Fibroblasten) isoliert, kultiviert
und analysiert. Das MD- oder CTS-Gewebe wurde im Rahmen medizinisch notwendiger
Operationen in der Klinik fiir Unfall- und Handchirurgie des Universitétsklinikums Diisseldorf
gewonnen. Die Patienten oder gesetzliche Vormiinder stimmten der wissenschaftlichen Verwendung
des Gewebes schriftlich zu. Das Durchfiihren der Versuche und Sammeln der Gewebeproben wurde
von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf unter der Studiennummer
5882R gepriift und bewilligt. Es haben insgesamt 25 Manner (18 MD und 7 CTS, Durchschnittsalter
63 Jahre) und 11 Frauen (1 MD und 10 CTS, Durchschnittsalter 57) teilgenommen. Geschlecht, Alter
und Verwendung in den unterschiedlichen Versuchen ist der Spenderliste zu entnehmen, ,,Anhang

II: Spenderliste*.

2.2 Materialien

Tabelle 2: Materialien

Material Produktbezeichnung Produzent

6/ 12 Well Cellstar Multi 6 ?t;dﬁhz livtlell ﬂf te,rfctlallnc;tliturrleritrrleated, Greiner Bio-One GmbH,
Well Cell Culture Plate :Zerile > 1€ WItH condensatio & Frickenhausen, DE

15 /50 ml Cellstar 15- and 50 ml tubes, sterile, graduation | Greiner Bio-One GmbH,

Centrifuge Tubes

and writing area

Frickenhausen, DE

Vernichtungsbeutel 200 x 300 mm, PP,

Abwurfbeutel transparent, Stirke: 50 um, Sa"rstedt AG & Co.,
. Niimbrecht, DE
autoklavierbar, ohne Druck
Aluminiumsténder zur . Carl Roth GmbH + Co.
kiihlen Probenlagerung Rotilabo-Alu.Rack 1.5 KG, Karlsruhe, DE
SHP Steriltechnik AG,
Autoklav Laboklav Detzel Schloss/Satuelle,
DE
Autoklay Systec DX-90 ]S)%Stec GmbH, Linden,
. DWK Life Sciences
Bechergldser DURAN Becher niedrige Form und GmbH, Wertheim/Main,
Ausguss
DE
Brutschrank (37 °C) Heraeus B 6060 Heracus Holding GmbH,

Hanau, DE

Brutschrank (37 °C; 5 %
CO»)

HERACELL 150i CO2-Inkubator

Thermo Fisher Scientific
GmbH, Schwerte, DE

Casting Frames / Stands

Mini-PROTEAN Casting Frame / Stand

Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, USA

Einweg-Wigeschalen

Diamond weighing boats, white,
antistatic

vwr International GmbH,
Darmstadt, DE
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Material

Produktbezeichnung

Produzent

Eismaschine

RF 0244 A

Manitowoc Ice,
Manitowoc, USA

Eiswanne zur kithlen

neoLab Eisbad klein aus PS, innen 210

neoLab Migge GmbH,

Probenlagerung x 140 x 80 mm Heidelberg, DE
Mini-PROTEAN Tetra Vertical Bio-Rad Laboratories
Elektrophorese Kit Electrophoresis Cell, 4-gel, for 1.0 mm
. Inc., Hercules, USA
thick handcast gels
Elektrophorese . Bio-Rad Laboratories
Spannulrjlgsquelle PowerPac Basic Power Supply Inc., Hercules, USA
Becton Dickinson GmbH,
FACS-Gerit BD FACSCalibur BD Biosciences,
Heidelberg, DE
. . . Thermo Fisher Scientific
Folie Microtiter Sealing Tape GmbH, Schwerte, DE
Fussclarme Papiertiicher KIMTECH SCIEN(;E* ' Kimberly-Clark Global
Prézisionstiicher weill/klein Sales Inc., Roswell, USA
Gasflamme Fuego SCS basic WLD-Tec, Géttingen, DE
Liebherr-International
Gefrierschrank -20 °C LIEBHERR GUw 1213 Deutschland GmbH,
Biberach an der Rif3, DE
. o . Philipp Kirsch GmbH,
Gefrierschrank -25 °C Labor-Gefrierschrank FROSTER Willstitt-Sand, DE
BRAND GmbH & Co.

glaserne Pasteurpipetten

Glass Pasteur Pipettes

KG, Wertheim, DE

Glasplatten (0,75 mm)

Mini-PROTEAN short plates with 0.75
mm integrated spacers

Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, USA

Micro-Touch Nitra-Tex Nitrile Powder-

Ansell GmbH, Miinchen,

Handschuhe Free Examination Gloves DE
Handschuhe Classic Nitrile, Powder-Free, blau gl;:ena GmbH, Zorbig,
. Thermo Fisher Scientific
Heizblock dry bath GmbH, Schwerte, DE
e . . Biometra GmbH -
Hybridisation Oven Hybridisierungsinkubator Biometra Analytik Jena AG, Jena,
ov3
DE
Liebherr-International
Kiihlschrank 4 °C LIEBHERR KUw 1740 Deutschland GmbH,
Biberach an der Rif3, DE
Kiihlschrank 4 °C mit Queue Systems Inc.,
Glastiir QCR2304U14 Asheville, USA
N Greiner Bio-One GmbH,
Kryordhrchen Cryos Frickenhausen, DE
DWK Life Sciences
Laborflasche DURAN Original Laborflasche GmbH, Wertheim/Main,
DE
. . vwr International GmbH,
Magnetriihrgerét 620 Standard Darmstadt, DE
Mehrfachdispenser Multipette plus g%p endorf AG, Hamburg,
. SciLabware Ltd., Stoke-
Messbecherglas Pyrex Beakers, low form, Griffin on-Trent, UK
. Messzylinder, PP, Klasse B, niedere VITLAB GmbH,
Messzylinder

Form, erhabene Skala

Grossostheim, DE
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Material

Produktbezeichnung

Produzent

Messzylinder

Borosilikatglas 3.3, niedrige Form,
Klasse B oder PP, durchscheinend,
hohe Form, Klasse B

vwr International GmbH,
Darmstadt, DE

Mikroreaktionsgefa3e (0,5
ml; 1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf Safe-Lock tubes

Eppendorf AG, Hamburg,
DE

Carl Zeiss AG,

Mikroskop Axiovert 40 C Oberkochen, DE
. . Microplate, 96 well, PS, F-Bottom, Greiner Bio-One GmbH,
Mikrofiterplatte Clear Frickenhausen, DE
GVS GroBverbraucher-
Papiertiicher TAPIRA Plus Kosmetiktiicher spezialisten eG,

Heidenheim, DE

Petri-Schale

TC-Schale 100, Standard

Sarstedt AG & Co.,
Niimbrecht, DE

HI 221 Calibration Check

Hanna Instruments Inc.,

pH-Meter Microprocessor pH Meter Woonsocket, USA

] . Perkin Elmer Inc.,
Photometer multilabel plate reader Victor3 Waltham, USA
Photometer DC Optiplex GX620 Dell Inc., Round Rock,

USA

Pipetten (0,5 - 10 pl, 2 - 20
pl, 10 - 100ul, 20 - 200 pl,
100 - 1000 pl)

eppendorf research/research
plus/reference

Eppendorf AG, Hamburg,
DE

BRAND GmbH & Co.

Pipettierhilfe accu-jet pro KG, Wertheim, DE
Hirschmann Laborgerite
Pipettierhilfe Pipetus GmbH & Co. KG,
Eberstadt, DE
e . Argos Technologies Inc.,
Pipettierhilfe Omega Pipettor Vernon Hills, USA
Prototyp LED (light- Prototyp LED (light-emitting diode) Phillips Inr}ovatlve
e . Technologies, Aachen,
emitting diode) 453 nm DE
KNF Neuberger GmbH,
Pumpe LABOPORT Freiburg, DE
.. . . Edmund Biihler GmbH,
Riittelplatte Kleinschiittler KM-2 Bodelshausen, DE
. MAUSER Corporate
schwarze Tonne Kontaminationsabfall GmbH., Briihl, DE
Waldner
Sicherheitswerkbank mit TA 1500 x 900 - 900 (Laborsystem Laboreinrichtungen
Abzug mc6) GmbH & Co. KG,
Wangen, DE
Sonifizicrer UP50H (Cycle 0,5; Amplitude 80%) Hielscher Ultrasonics
mit Sonotrode MS1 GmbH, Teltow, DE
Spannungsquelle

Blaulichtlampe (Prototyp
LED)

Keithley 2602 System SourceMeter 453
nm

Keithley Instruments Inc,
Ohio, USA

. 10/20/ 1000 pul XL Graduated STARLAB GmbH,
Spitzen 10/20 /1000 pl Tip/Filter Tip Hamburg, DE

. - . STARLAB GmbH,
Spitzen 200 pl 200ul Bevelled Tip/Filter Tip Hamburg, DE
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Material

Produktbezeichnung

Produzent

Nalgene beliiftete Unitary LDPE-

Thermo Fisher Scientific

Spritzflasche Sicherheitsspritzflaschen GmbH, Schwerte, DE
Weithals-Spritzflaschen Serie 303 KAUTEX TEXTRON
Spritzflasche LDPE, rund, naturfarben, mit GmbH & Co. KG, Bonn,
Gefahrgutaufdruck DE
. Thermo Fisher Scientific
sterile Werkbank Herasafe KS 18 GmbH, Schwerte, DE
. Clean Air Techniek bv,
sterile Werkbank Euroflow EF5E Woerden, NL
Sterilfilter M%ll.ex-GS, Sterile Filter Unit with MF- [ Merck Millipore Ltd.,
Millipore MCE Membrane, 0,22 um Cork, IE
. Model 8207 P.O. box 649 Marietta OH | Thermo Fisher Scientific
Stickstofftank

45750 USA

GmbH, Schwerte, DE

Stripetten (5 ml, 10 ml, 25
ml)

costar stripette serological pipet

Corning Inc., Corning,
USA

Taumelrollenmischer

Multi-Axle-Rotating-Mixer, RM 5/
RM 10 W

Ingenieurbiiro CAT
M.Zipperer GmbH,
Ballrechten-Dottingen,
DE

Thermostat fiir Wasserbad

Thermomix BU

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE

Transblot

Trans-Blot Turbo Transfer System

Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, USA

Verschlussfolie

Parafilm "M"

Bemis Company Inc.,
Neenah, USA

Vortexer

IKA MS3 basic (3000 U/min)

IKA-Werke GmbH & Co
KG, Staufen, DE

Vortexer

Vortex mixer

vwr International GmbH,
Darmstadt, DE

Vortexer

Reax top

Heidolph Instruments
GmbH & Co.KG,
Schwabach, DE

Waage (d = 0,1 mg)

ABJ 220-4M

Kern & Sohn GmbH,
Balingen-Frommern, DE

Waage (d = 10 mg)

Adventurer Pro AV412

Ohaus Corporation, Pine
Brook, USA

Wirme-Bad 37 °C

Aqualine AL 12

LAUDA DR. R.
WOBSER GMBH & CO.
KG, Lauda-Ko6nigshofen,
DE

Western Blot Imaging . . Bio-Rad Laboratories
Instrument ChemiDoc MP Imaging System Inc., Hercules, USA
Zhlkammer / Paul Marienfeld GmbH &
Himocviometer Neubauer, Tiefe 0,1mm Co. KG, Lauda-

ye Konigshofen, DE
Zellschaber Cell Lifter, Polyethylene, sterile S%Tng Inc., Corning,
Zentrifuge Megafuge Heraeus Megafuge 16R Thermo Fisher Scientific

GmbH, Schwerte, DE

Zentrifuge Fresco

Heracus Fresco 17

Thermo Fisher Scientific
GmbH, Schwerte, DE

Zentrifuge MiniSpin

MiniSpin

Eppendorf AG, Hamburg,
DE
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Tabelle 3: Software

Software Produktbezeichnung Produkt

Becton Dickinson GmbH,
FACS Software BD CellQuest Pro Software Version 6.0 BD Biosciences,
CellQuest Pro

Heidelberg, DE

Office-Paket

Microsoft Office 2010 (Office Professional
Plus) und Microsoft Office 2016 (Office 365

Microsoft Corporation,

Redmond, USA

Pro Plus)
Photometer DAZDAQ LTD., Brighton,
Software WorkOut 2.0 UK
Statistik Software | GraphPad Prism Version 5.01, 2007 fiir GraphPad Software, San
GraphPad Prism Windows Diego California, USA
zzits\t:;?eBIOt Image Lab Version 6.0.1 build 34, 2017, Bio-Rad Laboratories Inc.,

Standard Edition Hercules, USA
ImageLab

Tabelle 4: Substanzen

Substanz Produktbezeichnung Produzent
2-(4-(2-
Hydroxyethyl)—l- HEI"ES solutlon,.l M, pH 7.0 - 7.6, Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
Piperazinyl)- sterile-filtered, BioReagent, suitable
i USA
ethansulfonsdure for cell culture
(HEPES)
2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1- .
Piperazinyl)- HEPES buffer, 1 M, sterile-filtered PAN_BIOteCh GmbH,
.. Aidenbach, DE
ethansulfonséure
(HEPES)
a-smooth muscle anti-alpha smooth muscle actin .
actin Antikorper antibody [1A4] (ab7817) abcam, Cambridge, UK

[-Catenin Antikdrper

anti-beta catenin antibody KO tested
(ab16051)

abcam, Cambridge, UK

Albumin

Albumin Fraktion V, > 98 %, pulv.,
flir die Molekularbiologie

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, DE

ALK-3 Antikorper

anti-hBMPR-IA/ALK3 PE-
conjugated, CatNo. FAB346P

R&D Systems, Inc., a biotechne
brand, Minneapolis, USA

ALK-7 Antikorper

anti-human ALK-7 APC-conjugated,
CatNo. FAB77491A

R&D Systems, Inc., a biotechne
brand, Minneapolis, USA

Ammonium Persulfat
(APS)

Ammonium persulfate, for molecular
biology, for electrophoresis, > 98 %

Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
USA

Aqua ad iniectabilia

Ampuwa Spiillésung Plastipur

Fresenius Kabi France, Sévres,
FR

Otto Fischar GmbH & Co KG,

Laufmarkierung in der

Aqua destillata Demi-Wasser Saarbriicken, DE
Blottine Membran Nitrocellulose Blotting-Membran vwr International GmbH,
& (Porengrdfie 0,2 um) Darmstadt, DE
Bromphenolblau Natriumsalz fiir die
+
Bromphenolblau Elektrophorese, Farbstoff zur Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, DE
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Substanz

Produktbezeichnung

Produzent

Gelelektrophorese. Indikator pH 3,0-
4,6

Camping Gaz (Deutschland)

Butangas Butan CV360 GmbH, Hungen-Inheiden, DE
- Katalase mouse monoclonal antibody, .
Katalase Antikorper TA502564 OriGene, Maryland, USA
Becton Dickinson GmbH, BD
CellWASH BD CellWASH 349524 Biosciences, Heidelberg, DE
Linde AG, Geschiftsbereich
CO»-Gas Kohlendioxid UN 1013 Linde Gas, Pullach im Isartal,
DE
Desinfektionsmittel Thermoklar BIOMED Labordiagnostik
Wirme-Bad GmbH, Oberschleissheim, DE
Dulbecco's Modified | Dulbecco's Modified Eagle Medium . . .
Eagle Medium (DMEM) (1X), liquid (High Glucose), {}lee Technologies Ltd., Paisley,
(DMEM) + 4,5 g/l Glucose
Dimethylsulfoxid, plant cell culture Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
DMSO
tested USA
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Dulbecco's Phosphate (DPBS), Modified, Wlthout cal.cmm Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
buffered saline chloride and magnesium chloride, USA
(DPBS) liquid, sterile-filtered, suitable for cell
culture
Dulbeceo's Phosphate | et ppcP e o
buffered salt solution hloride and ma ’n ium chlorid PAN-Biotech GmbH,
(DPBS) with Calcium |5 orcc 8¢ maghesium chiorice, Aidenbach, DE
. liquid, sterile-filtered, suitable for cell
and Magnesium
culture
Elektroden storage solution for pH and ORP Hanna Instruments Inc.,
Lagerungslosung electrodes Woonsocket, USA
Ethanol (70 %) zur Technisolv Ethanol 70 % (v/v) vwr International S.A.S.,
Desinfektion denaturated Eurodenaturant Fontenay-sous-Bois, FR
FACS Clean Solution . Becton Dickinson GmbH, BD
5L 340345 BD FACS Clean Solution 340345 Biosciences, Heidelberg, DE
FACSFlow BD FACSFlow Sheath Fluid 342003 | becton Dickinson GmbH, BD
Biosciences, Heidelberg, DE
FACSRinse BD FACSRinse Solution 340346 | becton Dickinson GmbH, BD

Biosciences, Heidelberg, DE

Fetales Rinderserum
(FBS)

Sera Plus special processed FBS;
sterile filtered

PAN-Biotech GmbH,
Aidenbach, DE

Filterpapier 2,5 mm

Blotting Filter Papers, 2,5 mm
thickness, 7.5 cm x 8.4 cm

Invitrogen, Carlsbad, USA

GAPDH-Antikorper

Anti-GAPDH hFAB Rhodamine
Antibody

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, USA

Abnova, fisher scientific, part of

glstslgaﬂil((i)glperomdase gKlfggkélgne peroxidase assay Kkit, Thermo Fisher Scientific GmbH,
y Schwerte, DE
Glycerin ROTIPURAN > 99,5 %, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Glycerol .
p.a., wasserfrei Karlsruhe, DE
Glycin Glycin PUFFERAN > 99 %, p.a. Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, DE

Goat anti Mouse

Polyclonal Goat Anti-Mouse
Immunoglobulins/HRP P0447

Dako Denmark A/S, Glostrup,
DK

19




Substanz

Produktbezeichnung

Produzent

Goat anti Rabbit

Polyclonal Goat Anti-Rabbit
Immunoglobulins/HRP P0448

Dako Denmark A/S, Glostrup,
DK

hLAP (TGF-beta 1)

anti-human LAP (TGF-beta 1) APC-

R&D Systems, Inc., a biotechne

fettarm

Antikorper conjugated CatNo. FAB2463A brand, Minneapolis, USA
vwr International GmbH,

Isopropanol 2-Propanol GPR RECTAPUR Darmstadt, DE
2-Mercaptoethanol, for Sigma-Aldrich Co., St. Louis,

Mercaptocthanol electrophoresis USA

Methanol Methanol Rotipuran > 99,9 %, p.a., Carl Roth GmbH + Co. KG,
ACS, ISO Karlsruhe, DE

Milchpulver Milchpulver, blotting grade, pulv., Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, DE

Mn-SOD Antikdrper

anti-SOD2 antibody (SPC-118) rabbit
polyclonal

StressMarq Biosciences Inc.,
Victoria, Ca

NaCl

Natriumchlorid

vwr International GmbH,
Darmstadt, DE

Na-deoxycholat

Sodium deoxycholate, BioXtra, > 98.0
% (dry matter, NT)

Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
USA

NaF

Sodium fluoride, ACS reagent, > 99
%

Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
USA

NF«xB Antikorper

NF«B p50 (E-10) sc-8414

Santa Cruz Biotechne,
California, USA

Nonidet P-40

Nonidet-P40 (NP40);
Nonylphenylpolyethylene glycol;
Polyethyleneglycol-p-isooctylphenyl
ether; Octylphenoxy

United States Biological, Salem,
USA

NOX4 Antikorper

pAb anti-Nox4 NB110-58849

Novus Biologicals, a biotechne
brand, Colorado, USA

Penicillin &
Streptomycin Losung

Penicillin-Streptomycin; 10.000 U/ml
Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin,
sterile filtered, for cell culture

PAN-Biotech GmbH,
Aidenbach, DE

pH 10 Puffer

HI 7010 pH 10,01 buffer solution +-
0.01 pH @ 25°C /77 °F

Hanna Instruments Inc.,
Woonsocket, USA

pH 4 Puffer / 7 Puffer

Pufferlosung pH 4,005 +-0,02 (25
°C) / pH 7,00 + -0,02 (20 °C) ROTI
CALIPURE gebrauchsfertige
Pufferlésung

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, DE

Ponceau S

Ponceau S, BioReagent, suitable for
electrophoresis

Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
USA

Protease Inhibitor
Cocktail Tabletten

Complete Mini, EDTA-free

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, DE

Thermo Fisher Scientific GmbH,

Protein Assay Kit Pierce BCA Protein Assay Kit e

SB-431542 ;;,[;:(_l(nll’;l_)t_)izgz_?ﬁg;zl(;ls_ —Z}il)—S—(Z— Tocris, a biotechne brand,
yl]benzamide Wiesbaden, DE

SDS SDS > 99,5 %, Blotting-Grade Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, DE

SODI1 Antikorper

SOD1 antibody #2770

Cell Signaling Technology,
Massachusetts, USA

SOD1 Antikérper

anti-SOD1 antibody (SPC-116) rabbit
polyclonal

StressMarq Biosciences Inc.,
Victoria, Ca
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Substanz Produktbezeichnung Produzent
TEMED TEMED 99 %, p.a., fiir die Carl Roth GmbH + Co. KG,

Elektrophorese Karlsruhe, DE
TGFI Recombinant Human TGF-f1 PeproTech Inc., Rocky Hill,

(HEK293 derived) USA
TGFp RI/ALK-5 anti-mouse TGF-beta RI/ALK-5 R&D Systems, Inc., a biotechne
Antikdrper APC-conjugated, CatNo. FAB5871A | brand, Minneapolis, USA

o anti-human TGF-beta RII PE- R&D Systems, Inc., a biotechne

TGFP RIT Antikdrper conjugated, CatNo. FAB241P brand, lzl/linneapolis, USA
TRIS TRIS PUFFERAN, > 99,3 %, Buffer |Carl Roth GmbH + Co. KG,

Grade Karlsruhe, DE

AnalaR NORMAPUR .

. . vwr International GmbH,

TRIS Base Tris(hydroxymethyl)aminomethane Darmstadt. DE

(TRIS, Trometamol) ’
TRIS-HCI TRIS-HCI 1 M Stock Solution Olgma-Aldrich Co., St Lous.
Trypsin Trypsin-EDTA 10X sterile filtered Biowest, Nuaillé, FR

Tween 20 for molecular biology, Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
Tween . .

viscous liquid USA
Western Marker Roti-Mark WESTERN HRP- Carl Roth GmbH + Co. KG,
Antikérper Konjugat, anti-WESTERN Marker Karlsruhe, DE

Antikorper (Kaninchen) ’
Western Blot Gel Kit | TGX Stain-Free FastCast Acrylamide |Bio-Rad Laboratories Inc.,
(12 %) Kit (12 %) Hercules, USA

Western Blot Substrat

Immobilon Forte Western HRP
Substrate

Millipore Corporation, Billerica,
USA

Western Marker
Proteinleiter

Roti-Mark WESTERN Marker

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, DE

Tabelle 5: Puffer

Puffer

Zusammensetzung

Laemmli-Puffer 4x
(Tris-Glycine SDS

0,3 g 250 mM Tris-HCI, pH 6,8
4 ml 40 % Glycerol

0,8 g 8 % SDS

0,01 g 0,1 % Bromphenolblau

Sample Buffer) Auf 10 ml mit H,0 auffiillen

Vor Gebrauch 20 % Mercaptoethanol zusetzen
Laufpuffer / 80 ml 10 % Laufpuffer 10x
Elektrophoresenpuffer Auf 800 ml mit H>O auffiillen
Laufpuffer / 30,3 ¢g25mM Trls,lpH 8,3-8,8
Elektrophoresenpuffer 144.2 ¢ 192 mM Glycin
10x 10 g 0,1 % SDS

Auf 1000 ml mit H>O auffiillen

DMEM 500 ml

. . 50 ml 10 % FBS

Néhrmedium s ml 1 % HEPES

5 ml 1 % Penicillin-Streptomycin
RIPA+Complete 1 Tablette Complete Mini in 7 - 10 ml RIPA-Puffer nach Abcam

16sen. Aliquots a 1ml bei -20 °C lagern

RIPA-Puffer nach
Abcam

50 mM Tris (pH = 8)
150 mM NaCl

1 % NP-40

0,5 % Na-deoxycholat
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Puffer Zusammensetzung

0,1 % SDS

100 ml 10 % TBS 10x

Auf 1000 ml mit H,O auffiillen

12,1 g 7,7 mM Tris, pH 7,5

TBS 10x 87,7g 150 mM NaCl

Auf 1000 ml mit H,O auffiillen

100 ml 10 % TBS 10x

TBS-T 1 ml 1% Tween 20

Auf 1000 ml mit H,O auffiillen

40 ml Tris-Glycin Transferpuffer 25x
50 ml Methanol

Auf 500 ml mit H,O auffiillen

18,2 g 12 mM Tris-Base

90 g 96 mM Glycin

Auf 500 ml mit H>O auffiillen

5ml 10 % Trypsin-EDTA

Auf 50 ml mit DPBS (without Calcium) auffiillen

TBS

Transfer (Blotting)-
Puffer

Tris-Glycin
Transferpuffer 25x

Trypsin

2.3 Zellkultur

Die folgenden Methoden wurden, soweit erforderlich, unter sterilen Bedingungen und unter dem
Abzug durchgefiihrt. Als Zellkulturmedium wurde Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM)
mit 4,5 g Glucose unter Zusatz von 10 % fetalem Rinderserum (FBS), 1 % Penicillin und
Streptomycin sowie 1 % HEPES verwendet. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und einer
Sattigung von 5 % CO, in abgedeckten Petrischalen inkubiert. Das Medium wurde alle 2 — 3 Tage
gewechselt und zu diesem Zweck abgesaugt, die Zellen mit Phosphate buffered saline (PBS)
gewaschen und neues Medium zu den Zellen gegeben. Sobald die Zellen zu 70 — 80 % konfluent
waren, erfolgte der Zellzahl entsprechend das Splitting auf 3 - 5 Petrischalen: Das Medium wurde
abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieend 5 ml 10 %-iges Trypsin-EDTA in PBS
hinzugegeben. Die Fibroblasten wurden 5 - 10 min bei 37 °C inkubiert und hinsichtlich ihrer
Ablésung kontrolliert. Darauthin wurden die Zellen nach Stoppen der Reaktion mit Medium durch
sanftes Auf- und Abpipettieren geerntet und in ein Falcon tiberfiihrt. Die Fibroblasten wurden bei
300 g fiir 5 min abzentrifugiert, das iliberstindige Medium abgesaugt und 3 - 5 ml frisches Medium
mit dem Zellpellet vermischt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend auf die Petrischalen verteilt

und auf 13 ml Medium pro Petrischale aufgefiillt.

2.3.1 Einfrieren und Auftauen der Fibroblasten

Die Fibroblasten wurden in FBS + 10 % DMSO eingefroren. Hierfiir wurden mind. 1 x 10° Zellen in
ein Kryoréhrchen mit 1 ml des FBS + 10 % DMSO iiberfiihrt. Aufgrund der zellschddigenden Natur
des DMSOs, das zur Verhinderung von Eiskristallbildung benétigt wird, wurde auf schnelles
Arbeiten auf Eis geachtet. Die Kryordhrchen mit den Fibroblasten wurden fiir mind. 24 h bei -80 °C
in mit 100 % Isopropanol gefiillten Boxen gelagert und dann in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt. Das
Auftauen der bei -80 °C in FBS + 10 % DMSO eingefrorenen Fibroblasten erfolgte in halbfliissigem

Zustand durch Aufnahme von 1 ml frischen Medium und sanftes Auf- und Abpipettieren der Zellen.
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Die so aufgenommenen Zellen wurden in eine mit 12 - 13 ml Zellkulturmedium gefiillten Petrischale

gegeben. Nach 24 h erfolgte der Mediumwechsel.

2.3.2 Aussaat der Fibroblasten

Die Fibroblasten wurden wie zuvor beschrieben mit Trypsin behandelt, jedoch wurde das Zellpellet
in 5 - 10 ml Medium gelost und von dieser Suspension 10 pl abgenommen, die in eine Neubauer
Zahlkammer gegeben wurden. Von der Zellsuspension wurde ein nach folgender Formel berechneter

Anteil zu der geforderten Gesamtmenge Medium gegeben.

— = Verdi kt

7 erdiinnungsfaktor
¢ =M1

Verdinmnungsfaktor

G = Gesamtmenge der gewiinschten Zellsuspension fiir den Versuchsansatz; M1 = Menge in ml der
geernteten Zellen mit der Zellkonzentration Z0, die der gewiinschten Gesamtmenge an
Zellsuspension G zugegeben werden muss, damit G eine Zellkonzentration von Zw aufweist; Z0 =

gezihlte Zellzahl x 10* = tatsichliche Zellkonzentration/ml; Zw = gewiinschte Zellkonzentration/ml

Zielkonzentration fiir die 6-Well Platten betrug 3 x 10* Zellen und fiir die 12-Well Platen 1,1 x 10*
Zellen/Well. In jedes Well wurden 1 ml der Zellsuspension gegeben sowie 1 ml frisches Medium

erginzt, sodass die Zellen tiber Nacht adhérent werden konnten. In Abb. 1 sind die Versuchsabldufe

grafisch dargestellt.

=1 H,O,-Versuch a-sma-Western Blot

o-sma-Western-Blot,
_| Transkriptionsfaktoren und ROS-
modulierende Proteine (3 und 5

Tage)
Aussaat
Aufberelél;%%t,eielkultur, - Bestrahlungsversuchp==d  GPX-Assay (3 und 5 Tage)

— FACS

a-sma-Western Blot und ROS-

SB-Versuch | modulierende Proteine

Abb. 1: Schema der Versuchsdurchfiihrung Zur Darstellung der Verfahrensweise mit den Zellen

nach Aussaat.
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2.4 Inkubation der Fibroblasten mit H,O>

MD-Fibroblasten wurden zu 5 x 10* Zellen/6-Well ausgesit. Die Zellen wurden mit 0; 1; 5 oder 10
ng/ml TGFB und in Kombination mit 0; 10; 20; 50 uM H»O, behandelt (Abb. 2). Uber die
Versuchsdauer (5 Tage) erfolgte ein tiglicher Wechsel der Medien. Dieser Versuch wurde

freundlicherweise durch die MTA Christa Wilkens durchgefiihrt.

5 Tage je 1 Platte mit x = 1; 5 oder 10 ng/ml

+x ng/ml
TGFB + 10
M H,0,

+x ng/ml
TGFB + 50
M H,0,

+x ng/ml
TGFB + 20
M H,0,

Abb. 2: Schematische Darstellung der H20.-Behandlung

2.5 Bestrahlung der Fibroblasten mit blauem Licht (A = 453 nm)

Die Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 3 und 5 Tagen tiglich bestrahlt oder unbestrahlt
belassen. Wahrend der Bestrahlung wurden die Kontroll- und behandelten Fibroblasten mit 1 ml PBS
mit Ca®>" und Mg?" (PAN-Biotech) bedeckt. Die Bestrahlung erfolgte mit einer 453 nm emittierenden
LED-Lampe (Prototyp, Phillips) mit einer Wirkleistung von 38 mW/cm? und 40 J/cm?, einer nicht-
toxischen Strahlendosis entsprechend (Krassovka et al., 2019). Die Kontrollfibroblasten wurden
wihrenddessen bei 25 °C in einem Biometra OV3 Hybridisation Oven gelagert. Nach der
Behandlung wurden die Kontroll- und bestrahlten Fibroblasten mit 1,5 ml unbehandeltem Medium

oder mit 1,5 ml Medium + 1 ng/ml TGF inkubiert (Abb. 3).

3 und 5 Tage je 1 Platte bestrahlt vs Kontrolle

Abb. 3: Exemplarische Darstellung der Bestrahlungsexperimente
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2.6 GPX-Assay

Die Bestimmung der GPX-Aktivitdt erfolgte nach Anleitung des Glutathione Peroxidase Assay Kits
(Abnova) und wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie zuvor
beschrieben bestrahlt und anschlieBend ohne RIPA eingefroren. Es wurden 100 pl PBS zu den
gefrorenen Zellen gegeben. Es folgte eine Homogenisierung durch die Sonicatorsonde eines
Ultraschallprozessors durch 10 Impulse (80 % Amplitude, Cycle 0,5 sek) und Zentrifugation fiir 15
min bei 4 °C mit 10000 g. Der Uberstand wurde in ein Mikroreaktionsgef4B iiberfiihrt und bei -80
°C gelagert. Von diesem Uberstand wurden je 25- bzw. 12,5 pl in eine 96-Well-Platte gegeben und
auf 50 pl mit Assay-Puffer aufgefiillt. Der NADPH-Standard wurde aus 25 pl der im Kit enthaltenen
40 mM NADPH-Losung und 975 pl H»,O hergestellt. Der entstandene 1 mM NADPH-Standard
wurde in Doppelbestimmung jeweils zu 0-, 20-, 40-, 60-, 80-, 100 pl pipettiert und mit Assay-Puffer
auf 100 pl aufgefiillt. Als Positivkontrolle dienten 5 - 10 ul GPX in Doppelbestimmung, welche auf
50 pl aufgefiillt wurden. Der Reaktionsmix setzte sich aus 33 pl Assay-Puffer, 3 ul NADPH-Losung
(40 mM), 2 pl Glutathionreduktase-Losung sowie 2 pl Glutathion-Losung zusammen. Je 40 pl des
Reaktionsgemisches wurden zu dem Uberstand + Assay-Puffer und der Positivkontrolle
hinzugegeben. Um den Anteil des vorhandenen Glutathiondisulfides zu entfernen, wurde die Losung
15 min inkubiert. Zum Starten der GPX-Reaktion wurden 10 pl Cumolhydroperoxid-Losung zu den
Proben und der Positivkontrolle hinzugegeben, die Absorption bei A = 340 nm wurde nach 0 und 5
min gemessen. Die Inkubation zwischen diesen Messzeitpunkten verlief lichtgeschiitzt bei 25 °C.
Die Messung der GPX-Aktivitdt erfolgt iiber den Verbrauch von NADPH, welches eine Absorption
von A = 340 nm aufweist. Der Mittelwert des Blanks (0 pl NADPH) wurde von dem jeweiligen
Mittelwert des NADPH-Standards subtrahiert, sodass aus den Ergebnissen eine Standardkurve
errechnet werden konnte. In die lineare Regressionsgerade wurde, nach Umstellung nach x, die
gemessene Absorption zum Zeitpunkt 0 beziehungsweise 5 min gegeben. Die Ergebnisse wurden
subtrahiert (Absorption 0 min — Absorption 5 min) und die errechnete Differenz B in die folgende

Gleichung eingesetzt:

( 5 ) « sample dilution = GPX-Aktivitit in nmol/min/ml = mU/ml

5 minxvolume sample V

Mit V = 0,025 oder 0,0125 ml und sample dilution 2 oder 4.

2.7 Durchflusszytometrische Bestimmung der Proteinexpression

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Analyse fluoreszenzmarkierter Zellen. Durch Bindung
fluorochrom gebundener Antikorper an Oberflichenantigene und Messen des emittierten Lichtes
konnen Zellen effektiv charakterisiert werden. Die Fibroblasten wurden, wie zuvor beschrieben, nach
dem Ende der Bestrahlung mittels Trypsin-EDTA abgelost und in FACS-Réhrchen iiberfiihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir mind. 15 min bei 4 °C in Eiswasser gekiihlt, danach mit 300 g

fiir 5 min abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden mit FACS-Puffer
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(Cellwash mit 3 % FBS) versetzt, gewaschen und wieder abzentrifugiert. Danach erfolgte mit 50 pl
FBS fiir 5 min eine Abséttigung der Bindestellen zur Verhinderung unspezifischer Bindung des
Antikorpers. AnschlieBend wurden 5 pl des jeweiligen Antikorpers (ALK 3, 5, 7, TGF-Rezeptor 11
und hLAP-TGF, s. Tab. 5) auf die Zellen gegeben und fiir 30 min im Dunkeln auf Eiswasser
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen in 200 - 500 ul FACS-Puffer

resuspendiert und analysiert. Bei der Analyse mit BD CellQuest Pro Software wurden die

Kontrollfibroblasten ohne Antikorperzugabe so justiert, dass max. 2 % positiv waren.

Tabelle 6: FACS Antikorper

Antikdrper Hersteller Katalognummer | Konzentration Applikation
anti-human LAP R&D Systems, a | FAB2463A 10 % (5 plauf | Alleine
(TGFp1) APC- biotechne brand 50 ul)

conjugated

anti-hBMPR- R&D Systems, a | FAB346P 10 % (5 plauf | Mit ALK7-
IA/ALK3 PE- biotechne brand 50 ul) AK
conjugated

anti-human ALK-7 R&D Systems,a | FAB77491A 10 % (5 plauf | Mit ALK3-
APC-conjugated biotechne brand 50 ul) AK
anti-human TGFB RII | R&D Systems, a | FAB241P 10 % (5 plauf | Mit ALKS-
PE-conjugated biotechne brand 50 ul) AK
anti-mouse TGFf3 R&D Systems, a | FABS871A 10 % (5 plauf | Mit TGF RII-
RIVALK-5 APC- biotechne brand 50 ul) AK
conjugated

2.8 Die Behandlung der Fibroblasten mit dem Inhibitor SB-431542

Die Fibroblasten wurden unter tiglichem Wechsel des Mediums 5 Tage behandelt. Auf die
Kontrollzellen wurde 1 ml unbehandeltes Medium, auf die zu behandelnden Fibroblasten 1 ml
Medium mit 0,5 pumol SB-431542, einem ALK-Rezeptor 4,5 und 7 Inhibitor (Laping et al., 2002,
SeBler, 2017), gegeben. Sowohl die Zellen mit als auch ohne SB-Zusatz wurden nun jeweils mit 0;
1; 5 oder 10 ng/ml TGFp inkubiert (Abb. 4). Mittels Western Blot-Analyse wurde die Expression

von a-sma, Katalase, Nox4 und Mn-SOD analysiert.

+10

ng/ml
TGFB

+10
ng/ml
TGFB

0,5
1Mol
SB

900
O
O
O

Abb. 4: Grafische Darstellung der Behandlung mit SB-431542
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2.9 Proteinernte fiir die Western Blot-Analyse

Fiir die Proteinernte wurden die Fibroblasten nach Bestrahlung oder SB-Behandlung mit Trypsin-
EDTA abgelost und fiir 5 min mit mindestens 10000 g abzentrifugiert. Das Pellet wurde in PBS
gelost und in ein Mikroreaktionsgefd3 iiberfiihrt, welches darauthin bei mindestens 10000 g
abzentrifugiert, abgesaugt und mit 20 - 40 pl RIPA-Puffer gefiillt wurde. Die fiir das GPX-Assay

vorgesehenen Proteine erhielten keinen RIPA-Puffer. Die Proteine wurden bei -80 °C eingefroren.
2.10 Analyse der Proteinexpression mittels Western Blot-Analyse

2.10.1 BCA-Proteinassay

Die Proteinbestimmung erfolgte nach Anleitung des Pierce BCA Protein Assay Kit von
ThermoFisher. Die in RIPA geldsten Zellen wurden durch die Sonicatorsonde eines
Ultraschallprozessors durch 10 Impulse (80 % Amplitude, Cycle 0,5 sek) lysiert (,,sonifiziert™). 4 ul
der sonifizierten Fibroblasten wurden mit 20 pl PBS vermischt. Je 10 pl dieser Losung wurden in
Doppelbestimmung untersucht. Der zugehorige BSA-Standard wurde nach Tab. 6 pipettiert. Pro
Well wurden 200 pl BCA-Working Reagenz hinzugefiigt und die 96-Well-Platte mit einer Folie
versiegelt. Das Working Reagenz wurde nach Anleitung aus einem Teil Reagenz B und 50 Teilen
Reagenz A aus dem Kit zusammengesetzt. Die Proben inkubierten 30 min bei 37 °C. Die Analyse
erfolgte anschlieBend mittels eines Plattenphotometers (Victor multilabel plate readers). Das Assay
macht sich zu Nutze, dass Cu?" von Peptidbindungen gebunden und in alkalischem Milieu zu Cu'*
reduziert wird, welches mit bichinchoninic acid (BCA) reagiert, wodurch es zu einem Farbumschlag
kommt. Dieser kann in einem Absorptionsbereich von A = 540 - 590 nm detektiert werden. Diese
Methode der Proteinbestimmung zeigt im Gegensatz zur Lowry-Methode eine geringere Interferenz

mit Salzen und Tensiden (Smith et al., 1985).

Tabelle 7: BSA-Standard

Konzentration [pg/ul] Bezeichnung Albumin Standard 2 mg/ml [pl] PBS [ul]
2 A 300 0

1,5 B 375 125

1 C 325 325

0,75 D 175 von B 175

0,5 E 325 von C 325

0,25 F 325 von E 325
0,125 G 325 von F 325
0,025 H 100 von G 400

0 =BLANK I 0 400

2.10.2 Western Blot-Analyse

Der Western Blot dient der Analyse der Proteinexpression. Die Proteine werden nach ihrer Grofie

aufgetrennt und nachfolgend auf eine Membran iibertragen, sodass die Detektion mittels
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antigenspezifischer Antikorper moglich wird. Auf diese Weise konnten einzelne Proteine

nachgewiesen und qualitativ und quantitativ miteinander verglichen werden.

12 %-ige FastCast stainfree Gele von BioRad wurden der Anleitung des Herstellers folgend
hergestellt. Fiir das Trenngel wurden 3 ml Resolver A, 3 ml Resolver B, 30 ul APS (10 %) und 3 pl
TEMED benétigt. Die Polymerisation fand mind. 15 min bedeckt von 70 %-igem Ethanol statt. Nach
Abgieflen des Ethanols wurde das Gel mit Sammelgel, gemischt aus 1 ml Stacker A, 1 ml Stacker B,
10 ul APS (10 %) und 2 ul TEMED, aufgefiillt. Das Gel mit eingesetztem 10-Probenkamm ruhte 15
- 25 min und wurde danach in mit destilliertem Wasser (aqua dest) getrinkten Zellstoff bis zur
Benutzung bei 4 °C aufbewahrt. Die Gele wurden in die Gelkammern eingespannt und diese mit
Laufpuffer, bestehend aus 10 %-igem Laufpuffer (10x) und aqua dest, gefiillt. 10 oder 20 pg Protein
wurden aus den Zellproben abgenommen und mit aqua dest auf mind. 12 pl aufgefiillt. Erfolgte die
Durchfiihrung des Western Blots nicht am gleichen Tag, wurden die so vorbereiteten Proteine fiir
max. 2 - 3 Tage bei -20 °C eingefroren. 5 pl Laemmlipuffer aus 80 % Laemmli und 20 %
Mercaptoethanol wurden zu den Proteinproben zugegeben, welche 5 min bei mindestens 10000 g
zentrifugiert und anschlieBend 5 min bei 95 °C erhitzt wurden, um danach in die Probentaschen des
Gels gegeben zu werden. Das B-Mercaptoethanol reduziert die Disulfidbriicken der Proteine,
wodurch die Tertidr- und Quartérstruktur der Proteine aufgelost wird. 5 pl Roti Western Marker in
einer separaten Tasche des Gels dienten der kDa-Bestimmung. 20 min wurde eine Spannung von 60
Volt angelegt, sodass die Proteine an der Grenze zwischen Sammel- und Trenngel aufgereiht wurden.

Danach wurde die Spannung fiir 40 - 45 min auf 120 - 130 Volt erhoht.

Die Proteine komplexieren mit im Gel enthaltenem SDS und erhalten eine negative Ladung, sodass
sie nun als gestreckte Polypeptidketten durch Sammel- und Trenngel in Richtung der basalen Anode
wandern konnen. Das Sammelgel ist hierbei grobporiger und weist einen niedrigeren pH auf. Trenn-
und Sammelgel enthalten Cl -lonen, wahrend sich im Laufpuffer Glycin befindet, welches im
niedrigen pH des Sammelgels vermehrt in der ungeladenen Form vorliegt. Wird nun eine Spannung
angeschlossen, wandern die CI™ -Ionen am schnellsten und die Glycine am langsamsten, sodass die
Proteinfraktion zwischen beiden eingeschlossen wird. An der Grenze von Trenn- und Sammelgel
treffen die SDS-Proteinkomplexe auf die Chloridionenfront und werden verlangsamt, die Proteine
reihen sich an dieser Grenze auf. Im Trenngel lduft das Glycin indes schneller als die Proteine, da es
in dem héheren pH vermehrt negativ geladen vorliegt. In dem Trenngel kann so eine Auftrennung
nach GroBe erfolgen, da grofle Proteine langsamer durch das Gel laufen als kleine (Laemmli, 1970,
Hachmann und Amshey, 2005). Das Gel wurde anschlieBend im ChemiDoc Imager 45 sek aktiviert
(Activation 45 sek, rapid auto exposure) und ein Foto fiir die anschlieBende Normierung auf
Totalprotein angefertigt. Der Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte im Trans-Blot
Turbo Transfer System mit ausreichend Transferpuffer aus 10 % Methanol, 8 % Transferpuffer und

82 % destilliertem Wasser, in welchem die Membran sowie Filterpapier vorher eingeweicht wurden.
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Der erfolgreiche Transfer wurde mit dem BioRad ChemiDoc Imaging System kontrolliert, danach
wurden ungeséttigte Bindungsstellen mittels 5 % Milchpulver in TBS-T oder 5 % BSA in TBS-T fiir
1 h bei RT abgesittigt. Die Membranen wurden wie in Tab. 7 iiber Nacht mit den Primérantikérpern
bei 4 °C inkubiert. Die Sekundarantikdrper wurden anschlieend fiir 1 h bei RT hinzugegeben (Tab.
8). Vor und nach Zugabe des Sekundirantikdrpers wurde die Membran 3 x 5 min mit TBS-T und

vor Aufnahme des Fluoreszenzbildes zusitzlich mind. 5 min in TBS gewaschen.

Tabelle 8: Western Blot Antikorper

Anti- Hersteller Katalog- | Spezies | Groe | Block | Konzen- | Applikation
korper nummer [KDa] tration
o- Abcam Ab7817 Mouse 40 5% 1:1000 in | Als 2., mit -
smooth BSA 5% BSA | Catenin und
muscle Katalase auf
actin 10ug Blot Tag
3/5; Mit Mn-
SOD, Katalase
(und NOX)
auf SB-Blot

B- Abcam Ab16051 | Rabbit 94 5% 1:3000 in | Als 2., mit a-
Catenin BSA 5% BSA | smaund
Katalase auf
10ug Blot Tag
3/5

Mn- StressMarq | SPC- Rabbit | 25 5% 1:4000 in | Als 2., mit
SOD Biosciences | 118C/D BSA 5% BSA | NOX auf20ug
Blot Tag 3/5;
Mit Katalase,
o-sma (und
NOX) auf SB-
Blot

Katalase | Origene TA50256 | Mouse 57 5% 1:3000 in | Als 2., mit B-
4 BSA 5% BSA | Catenin und a-
sma auf 10pg
Blot Tag 3/5;
Mit Mn-SOD,
a-sma (und
NOX) auf SB-
Blot

SOD1 Cell 2770 Rabbit 18 5% 1:1000 in | Alleine, als 1.
Signaling BSA 5% BSA | auf 10pg Blot
Technology Tag3/5

SOD1 StressMarq | SPC-116- | Rabbit 23 5% 1:1000 in | Alleine, als 1.
Biosciences | D BSA 5% BSA | auf 10pg Blot
Tag 3/5

NF«B Santa Cruz | Sc-8414 Mouse 50/105 | 5% 1:500in 5 | Alleine, als 1.
Biotechnol Milch | % Milch | auf 20ug Blot
ogy Tag 3/5
NOX4 Novus—a | NB110- Rabbit 67 5% 1:1000 in | Als 2., mit
biotechne 58849 BSA 5% BSA | Mn-SOD auf
brand 20ug Blot Tag
3/5; Alleine
oder mit
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Anti- Hersteller | Katalog- | Spezies | Grofe | Block | Konzen- | Applikation
korper nummer [KDa] tration
Katalase, Mn-
SOD und a-
sma auf SB-
Blot
Tabelle 9: Sekundarantikorper und Proteinmarker
Name Hersteller | Katalognummer | Konzentration | Applikation
Polyclonal Goat anti-Mouse Dako P0447 0,1 % mit 0,025 %
Immunoglobulins/HRP anti-Western
Marker in
TBS-T
Polyclonal Goat anti-Rabbit Dako P0448 0,1% mit 0,025 %
Immunoglobulins/HRP anti-Western
Marker in
TBS-T
Roti-Mark WESTERN Marker Roth 0948.1 Sul In 1. Tasche
des Western
Blot Gels

Die Auswertung der Proteinexpression erfolgte mit Image Lab Version 6.0.1 build 34, 2017,
Standard Edition, Bio-Rad Laboratories. Die Normierung auf das Totalprotein der Kontrolle wurde
in der Regel gegeniiber der auf das housekeeping protein bevorzugt; dies begriindet sich auf der in
eigenen Untersuchungen verbesserten Stabilitdt und Unabhingigkeit des Totalproteins, dies konnte
auch in anderen Arbeiten gezeigt werden (Gilda und Gomes, 2013) (s. ,,Anhang I: Methodische
Vorversuche zur Ladekontrolle). Lediglich der Versuch beziiglich der Beeinflussung der a-sma-
Expression durch H>O, wurde auf GAPDH normiert. GAPDH wurde fiir 1 h bei RT im Dunkeln in
1:5000 Verdiinnung in 3% BSA in TBS-T inkubiert. Zur Background-Subtraktion wurde die rolling

ball Methode mit einer disc size = 100 mm genutzt.

2.11 Statistische Auswertung

Es wurde mit Excel fiir Office 365 Microsoft Office 16.0.11231.20122 64 Bit und fiir die statistischen
Tests und grafischen Auswertungen mit GraphPad Prism Version 5.01, 2007 fiir Windows,
GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com, gearbeitet. Die Rohwerte
wurden fiir die Analyse auf die CTS oder MD-Kontrolle oder die TGFf- bzw. H,0,-unbehandelten
Fibroblasten normiert. Eine Analyse der Gaulschen Normalverteilung erfolgte mittels Kolmogorov-
Smirnov Test mit Dallal-Wilkinson-Lillie fiir den p-Wert. Bei Normalverteilung wurde zum
Vergleich innerhalb einer Gruppe (z. B. CTS) ein repeated measures one-way-ANOVA angewandt,
wihrend in sonstigen Féllen der Friedmann-Test zur Untersuchung genutzt wurde. Um CTS und MD
oder SB-behandelt und -unbehandelt untereinander zu vergleichen, wurden die entsprechenden
Rohwerte auf die korrespondierende (auf dem gleichen Western Blot befindliche oder im FACS
durchgefiihrte) Kontrolle normiert und two-way-ANOVA zwecks Analyse angewendet. Als Post-
hoc Test wurden bei Normalverteilung Bonferroni’s und anderweitig Dunn’s multiple comparison

test verwendet.
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3 Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert mit 95 % Konfidenzintervall. In der grafischen
Darstellung von Signifikanz stellt * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,005 dar. Originaldaten und
zusitzliche Auswertungen sind in ,,Anhang III: Ergebnisse — Daten und grafische Darstellung® und

,»Anhang IV: Rohwerte* hinterlegt.

3.1 Der Effekt von H>O: auf die a-sma-Expression

Nach Aktivierung mit verschiedenen Konzentrationen von TGFf1 wurden die MD-Fibroblasten mit
ansteigenden Konzentrationen von H>O, behandelt, um zu untersuchen, ob eine Zugabe von ROS

die a-sma-Expression modulieren konnte.

a-sma 1 ng/ml TGFB

15- A
[ N \ O -
s \ 3 TGFp
104 — T 7T [C] TGFB + 10 H,0,

[J TGFB + 20 H,0,
] TGFP + 50 H,0,

relative Proteinexpression

i

T

Abb. 5: a-sma-Expression in MD, Behandlung mit H20, + TGFB 1 ng/ml, (n = 3) Relative
Veranderung der Expression, bezogen auf Kontrolle. MD-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 0; 10; 20;
50 M H202 behandelt und mit TGFB 1 ng/ml aktiviert (bis auf eine Kontrolle ohne TGFB/H20z2).
Signifikanz * = p < 0,05 (- vs TGFB), ** =p < 0,01 (- vs TGFB + 10 H202, - vs TGFB + 20 H202) und
***=p<0,005.
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Abb. 6: a-sma-Expression in MD, Behandlung mit H20; + TGFB 5 ng/ml, (n = 3) Relative
Veranderung der Expression, bezogen auf Kontrolle. MD-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 0; 10; 20;
50 uM H202 behandelt und mit TGFB 5 ng/ml aktiviert (bis auf eine Kontrolle ohne TGFB/H20z).
Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 (- vs TGFB, - vs TGFB + 10 H20z2, - vs TGFB + 20 H202) und
*** =p <0,005.
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Abb. 7: a-sma-Expression in MD, Behandlung mit H202, + TGFB 10 ng/ml, (n = 3) Relative
Veranderung der Expression, bezogen auf Kontrolle. MD-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 0; 10; 20;
50 uM H20:2 behandelt und mit TGFB 10 ng/ml aktiviert (bis auf eine Kontrolle ohne TGFB/H202).
Signifikanz * = p < 0,05 (- vs TGFB, TGFB vs TGFB + 50 H202), ** = p < 0,01 und *** = p < 0,005.

32



a-sma 10 ng/ml TGFp

skoskok

g
o
i

A CJ 10 ng/ml TGFB
: [J 10 ng/ml TGFB + 10 H,0,
—M \ [J 10 ng/mi TGFR + 20 H,0,

[J 10 ng/ml TGFR + 50 Hy0,

—
[+ ]
1
~

*
-

relative Proteinexpression
—
[ )
1

0.54
0.0 T T T
éﬂ Q.‘_?m > o 8 o
@« :-r’."Q x@ x‘?
IR & x
?3’&} \Q(Q \Q(ss

Abb. 8: a-sma-Expression in MD, Behandlung mit H20, + TGFB 10 ng/ml, normiert auf TGF-
Gruppe, (n = 3) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf 10 ng/ml TGFB. MD-
Fibroblasten wurden 5 Tage mit O; 10; 20; 50 uM H20:2 behandelt und mit TGFB 10 ng/ml aktiviert.
Signifikanz * = p < 0,05 (TGFB vs TGFB + 10 H202, TGFB + 10 H202 vs TGFB + 50 H202), ** = p <
0,01 (TGFB vs TGFB + 20 H202) und *** = p < 0,005 (TGFB vs TGFB + 50 H20x2).

Durch Zugabe von 1 oder 5 ng/ml TGFp1 stieg die a-sma-Expression auf das 5 - 6fache an. Bei
Behandlung mit 0; 10; 20 uM H,0O, wurde diese Verdnderung der a-sma-Expression nicht signifikant
beeinflusst. Bei der Behandlung mit 50 uM H>O, blieb die Induktion der a-sma-Expression aus (Abb.
5+ 6). Mit 10 ng/ml TGFB1 behandelte MD-Fibroblasten zeigten lediglich eine a-sma-Induktion in
H»0, unbehandelten, aber TGF behandelten Zellen. Mit TGFB1 und 50 uM H>0O, behandelte Zellen
exprimierten signifikant weniger a-sma als mit TGFB1 behandelte (Abb. 7). Normiert man auf die
Positivkontrolle, mit 10 ng/ml TGFB1 behandelten Fibroblasten ohne H,O»-Behandlung (Abb. §),
erkennt man eine signifikante Hemmung der TGFfB1 induzierten a-sma-Expression durch H,O,. Die
a-sma-Reduktion, verglichen mit der mit TGFf1 behandelten Kontrollgruppe, betrdgt maximal ca.

75 % bei den mit 50 pM H,O; behandelten Zellen.

3.2 Evaluation der Proteinexpression von ROS-modulierenden Enzymen

und Transkriptionsfaktoren

Die Fibroblasten wurden iiber eine Dauer von 3 oder 5 Tagen tdglich wie zuvor beschrieben bestrahlt.
Es wurden CTS- und MD-Fibroblasten mit- und untereinander verglichen. Die Analyse diente der

Untersuchung moglicher Quellen und Einflussfaktoren auf ROS.
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3.2.1 Beeinflussung der a-sma-Expression durch Bestrahlung mit blauem Licht

Es zeigen sowohl MD- und CTS-Zellen durch TGFB1-Behandlung nach 3 und 5 Tagen eine
signifikante Zunahme der a-sma-Expression (Abb. 10, 11, 13, 14). TGFpI-aktvierte MD-Zellen
zeigen nach 3 Tagen zusitzlicher Bestrahlung mit 453 nm eine signifikante Reduktion der a-sma-
Expression auf weniger als die Hélfte (p < 0,01) im Vergleich zu den TGF1-behandelten Zellen
(Abb. 10).

-
> @ - = —

- - TGFB 453 nm 453 nm + TGFp
[

3

Q.

o

g CTS MD CTS MD CTS MD CTS MD

Abb. 9: a-sma 3 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFB, MD TGFB, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGFB + 453 nm, MD
TGFB + 453 nm
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Abb. 10: a-sma 3 Tage MD, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. MD-Fibroblasten wurden 3 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFf
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 (TGFB vs 453 nm + TGFB) und *** = p < 0,005 (- vs
TGFB).
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a-sma CTS 3 Tage
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Abb. 11: a-sma 3 Tage CTS, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. CTS-Fibroblasten wurden 3 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFB
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 und *** = p < 0,005 (- vs TGFp).

Werden mit TGFB1-aktivierte MD-Fibroblasten mit 453 nm bestrahlt, halbiert sich nach 5 Tagen die
Expression von a-sma, verglichen mit nur TGFB-behandelten Fibroblasten. Dieser Effekt ist jedoch
nicht signifikant (Abb. 13). Die Reduktion von TGFpl-induzierter o-sma-Expression durch
zusitzliche Bestrahlung ist in der Kontrollgruppe, CTS, insgesamt weniger deutlich ausgepragt (Abb.
11, 14). Die TGFp1-vermittelte Zunahme der o-sma-Expression bei zusétzlicher Bestrahlung
unterbleibt sowohl bei CTS- als auch MD-Zellen, unabhéngig von der Behandlungsdauer. Ein
Vergleich der a-sma-Expression von CTS- und MD-Zellen ergibt keine Unterschiede (s. Anhang
I1Ia).
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Abb. 12: a-sma 5 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFB, MD TGFf, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGFB + 453 nm, MD
TGFB + 453 nm
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a-sma MD 5 Tage
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Abb. 13: a-sma 5 Tage MD, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. MD-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFf
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05 (453 nm vs 453 nm+TGF), ** = p < 0,01 (- vs TGFB) und *** =p <
0,005.
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Abb. 14: a-sma 5 Tage CTS, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. CTS-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 40 J/cm?2 (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFB
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 (- vs TGFB) und *** = p < 0,005.

36



3.2.2 Beeinflussung der ff-Catenin-Expression durch Bestrahlung mit blauem Licht
Vergleicht man MD-und CTS-Fibroblasten, ldsst sich bei der unbehandelten Kontrolle nach 5 Tagen
eine geringfiigig hohere B-Catenin-Expression in MD- Fibroblasten feststellen (Abb. 15).
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Abb. 15: B-Catenin 5 Tage CTS vs MD, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf
die Kontrolle CTS. MD- und CTS-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 40 J/cm2 (453 nm) bestrahlt
und/oder mit TGF aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 und *** = p < 0,005.

Nach 3 Tagen ist in TGFB1-behandelten bestrahlten CTS-Fibroblasten eine im Vergleich zu der
bestrahlten Gruppe signifikante Zunahme der Expression von -Catenin um mehr als das Doppelte
nachzuweisen (Abb. 17). In MD-Fibroblasten findet sich nach 3 Tagen keine signifikante
Beeinflussung (s. Anhang IIIb).
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Abb. 16: B-Catenin 3 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFB, MD TGFB, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGF + 453 nm, MD
TGFB + 453 nm
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p-Catenin CTS 3 Tage
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Abb. 17: B-Catenin 3 Tage CTS, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. CTS-Fibroblasten wurden 3 Tage mit 40 J/cm?2 (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFB
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05 (453 nm vs 453 nm + TGFB), **=p < 0,01 und ** = p < 0,005.

Nach 5 Tagen ist in CTS- und MD-Zellen eine im Vergleich mit der Kontrolle signifikante
Vermehrung der Expression von B-Catenin in TGFp- sowie in TGFf + 453 nm behandelten Zellen
auf das Doppelte (MD) bzw. 2,4 - 3fache (CTS) nachzuweisen (Abb. 19, 20).
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Abb. 18: B-Catenin 5 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFB, MD TGFf, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGFB + 453 nm, MD
TGFB + 453 nm
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p-Catenin MD 5 Tage
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Abb. 19: B-Catenin 5 Tage MD, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. MD-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFf
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05 (- vs 453 nm + TGF), ** = p < 0,01 (- vs TGFB) und *** = p < 0,005.

p-Catenin CTS 5 Tage

E 6+ s A \
7]
]
il
[
a8 *k
54 —
c
E —
2
l 2- ai— T
o
=
®
D
= u I I 1 1

. &R & R

My
A RS Q@*‘«.
e
W

Abb. 20: B-Catenin 5 Tage CTS, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. CTS-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFB
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 (- vs TGF, - vs 453 nm + TGF@) und *** = p < 0,005.
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3.2.3 Beeinflussung der NFxB-Expression durch Bestrahlung mit blauem Licht

Die Expression des Transkriptionsfaktors NF«kB ist in der Gruppe der bestrahlten CTS-Fibroblasten
nach 3 Tagen im Vergleich zu TGFB1-behandelten und mit 453 nm bestrahlten CTS-Fibroblasten
signifikant erh6ht (Abb. 22).

- TGFB 453 nm 453 nm + TGFB

CTS MD CTS MD CTs MD CTS MD

Abb. 21: NFkB 3 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFB, MD TGFp, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGFB + 453 nm, MD
TGFB + 453 nm
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Abb. 22: NFkB 3 Tage CTS, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. CTS-Fibroblasten wurden 3 Tage mit 40 J/cm?2 (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFB
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05 (453 nm vs 453 nm+TGF), ** = p < 0,01 und *** = p < 0,005.

Bestrahlte MD-Fibroblasten zeigen nach 5 Tagen, jedoch nicht nach 3 Tagen, verglichen mit der
MD-Kontrolle eine Zunahme der Expression von NFkB (Abb. 24, s. Anhang Illc). In CTS-
Fibroblasten ist nach 5 Tagen keine Modulation der NFkB-Expression durch Bestrahlung
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nachweisbar. Zwischen MD- und CTS-Fibroblasten besteht kein signifikanter Unterschied (s.
Anhang IIlc).
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Abb. 23: NFkB 5 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFf, MD TGFB, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGF + 453 nm, MD
TGFB + 453 nm
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Abb. 24: NFkB 5 Tage MD, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die Kontrolle.
MD-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGF@ aktiviert.
Signifikanz * = p < 0,05 (- vs 453 nm), ** = p < 0,01 und *** = p < 0,005.

3.2.4 Beeinflussung der Katalase-Expression durch Bestrahlung mit blauem Licht

In TGFB1-behandelten, bestrahlten MD-Fibroblasten fdllt die Expression auf ca. 30 % der
Expression der unbehandelten Kontrolle (p < 0,005) bzw. die Hilfte der mit TGFB-behandelten MD-
Fibroblasten. TGFp1-Behandlung fithrt in MD-Zellen verglichen mit der unbehandelten Kontrolle
zu einer Reduktion der Katalase-Expression um ca. 40 %, (Abb. 26). Nach 3 Tagen wird in mit
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TGFp1-behandelten, bestrahlten CTS-Fibroblasten die Katalase-Expression um mehr als die Halfte
verringert (Abb. 27).
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Abb. 25: Katalase 3 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFf3, MD TGFB, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGF{ + 453 nm, MD
TGFB + 453 nm
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Abb. 26: Katalase 3 Tage MD, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. MD-Fibroblasten wurden 3 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFf
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05 (- vs TGFB, TGFB vs 453 nm+TGF), ** = p < 0,01 und ** =p <
0,005 (- vs 453 nm+TGF, 453 nm vs 453 nm+TGF[{).
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Katalase CTS 3 Tage
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Abb. 27: Katalase 3 Tage CTS, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. CTS-Fibroblasten wurden 3 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFf3
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 (- vs 453 nm+TGF@) und *** = p < 0,005.

Nach 5 Tagen lasst sich in den TGFB1-behandelten, bestrahlten MD-Fibroblasten eine im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle auf ca. 45 % verringerte Katalase-Expression nachweisen (Abb. 29).
CTS-Zellen zeigen nach 5 Tagen Behandlung keine verdnderte Expression der Katalase, weiterhin

besteht weder nach 3 noch 5 Tagen ein Unterschied zwischen CTS- und MD-Fibroblasten (s. Anhang

111d).
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Abb. 28: Katalase 5 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFB, MD TGFf, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGFB + 453 nm, MD

TGFB + 453 nm
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Katalase MD 5 Tage
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Abb. 29: Katalase 5 Tage MD, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. MD-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGF(3
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 (- vs 453 nm+TGF@) und *** = p < 0,005.

3.2.5 Beeinflussung der NOX4-Expression durch Bestrahlung mit blauem Licht
Nach 3 Tagen zeigt sich in MD- eine nicht signifikante und in CTS-Fibroblasten eine signifikante
Verdopplung der NOX4-Expression durch Behandlung mit TGFB1 (Abb. 31, 32).

o i TGFB 453 nm 453 nm + TGFB
5

3

(=2

)

= CcTS MD cTS MD cTS MD CcTS MD

Abb. 30: NOX4 3 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFB, MD TGFB, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGFB + 453 nm, MD
TGFB + 453 nm
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Abb. 31: NOX4 3 Tage MD, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die Kontrolle.
MD-Fibroblasten wurden 3 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFB aktiviert.
Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 und *** = p < 0,005.
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Abb. 32: NOX4 3 Tage CTS, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. CTS-Fibroblasten wurden 3 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFB
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 (- vs TGFB) und *** = p < 0,005.

Im Zuge der 5-tdgigen Behandlung sind keine Expressionsverdnderungen der NOX4, weder in MD-
noch CTS-Zellen, und keine Unterschiede der Expression zwischen MD- und CTS-Fibroblasten
detektierbar (s. Anhang Ille).
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Abb. 33: NOX4 5 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFB, MD TGFB, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGF + 453 nm, MD

TGFB + 453 nm

3.2.6 Beeinflussung der SODI-Expression durch Bestrahlung mit blauem Licht

In CTS-Fibroblasten lésst sich die SOD1-Expression durch Bestrahlung mit 453 nm induzieren (Abb.
35). Es zeigen sich keine weiteren Auffalligkeiten der SOD1-Expression (s. Anhang IIIf).
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Abb. 34: SOD1 3 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFf3, MD TGF@, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGF@ + 453 nm, MD

TGFB + 453 nm
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Abb. 35: SOD1 3 Tage CTS, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. CTS-Fibroblasten wurden 3 Tage mit 40 J/cm?2 (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFB
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 (- vs 453 nm) und *** = p < 0,005.
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Abb. 36: SOD1 5 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFB, MD TGFB, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGFB + 453 nm, MD
TGFB + 453 nm

3.2.7 Beeinflussung der Mn-SOD-Expression durch Bestrahlung mit blauem Licht

Die Mn-SOD-Expression in MD-Fibroblasten ist, im Vergleich zu CTS-Fibroblasten, tendenziell
geringer (Abb. 37, 38). Nach 3 Tagen sind diese Unterschiede deutlicher zu sehen (Abb. 37) und
sowohl bei TGFB + 453 nm als auch 453 nm signifikant. Bei 453 nm besteht ein maximaler
Differenzfaktor von 1,5 zwischen CTS und MD (p < 0,005). Nach 5 Tagen Behandlung ist der
Unterschied weniger signifikant, wie in Abb. 38 dargestellt ist.
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Abb. 37: Mn-SOD 3 Tage CTS vs MD, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf
die CTS-Kontrolle. MD- und CTS-Fibroblasten wurden 3 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt
und/oder mit TGFf aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05 (CTS vs MD 453 nm + TGFf), ** = p < 0,01 und
*** = p<0,005(CTS vs MD 453 nm).
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Abb. 38: Mn-SOD 5 Tage CTS vs MD, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf
die CTS-Kontrolle. MD- und CTS-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt
und/oder mit TGF( aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 und *** = p < 0,005 (CTS vs MD
453 nm).
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Nach 3 Tagen Behandlung sicht man bei den mit 453 nm bestrahlten CTS-Fibroblasten eine

tendenzielle, nicht signifikante Verdoppelung der Mn-SOD-Expression (Abb. 40). Dieser Effekt ist

in MD-Fibroblasten nicht zu finden (s. Anhang Illg).
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Abb. 39: Mn-SOD 3 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGFB, MD TGFB, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGF + 453 nm, MD

TGFB + 453 nm
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Abb. 40: Mn-SOD 3 Tage CTS, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. CTS-Fibroblasten wurden 3 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFB

aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 und *** = p < 0,005.

Die 5 Tage behandelten MD-Fibroblasten zeigen in Anwesenheit von TGFB1 und TGFB1 sowie

zusétzlicher Bestrahlung eine Inhibition der Mn-SOD-Expression auf ca. 46 % der unbehandelten

Kontrolle (p <0,01). Dieser Unterschied findet sich ebenfalls zwischen bestrahlten und bestrahlten,
TGFp1-behandelten MD-Fibroblasten (Abb. 42). Nach 5-tdgiger Behandlung besteht zwischen
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bestrahlten und zusitzlich mit TGFB1-behandelten CTS-Fibroblasten ein signifikanter Unterschied
(Abb. 43).
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Abb. 41: Mn-SOD 5 Tage CTS vs MD, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, CTS-, MD-, CTS TGF@, MD TGFB, CTS 453 nm, MD 453 nm, CTS TGF + 453 nm, MD
TGFB + 453 nm

Mn-SOD MD 5 Tage

E
1

-~

—
1

relative Proteinexpression
o]
L
*
*

L,
L,

Abb. 42: Mn-SOD 5 Tage MD, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. MD-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGFR
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 (- vs TGFB, - vs 453 nm + TGF) und *** = p < 0,005
(453 nm vs 453 nm + TGF).
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Abb. 43: Mn-SOD 5 Tage CTS, (n = 8) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
Kontrolle. CTS-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGF(
aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 (453 nm vs 453 nm + TGF@) und *** = p < 0,005.

3.3 Untersuchung der Aktivitit der GPX

Es ist kein Unterschied der GPX-Aktivitdt zwischen MD- und CTS-Fibroblasten nachweisbar (s.
Anhang IIIj). Nach 5 Tagen ist in CTS-Fibroblasten durch TGFp1-Aktivierung und zusétzliche
Bestrahlung eine Aktivitdtsabnahme um ca. 1/3 erkennbar (Abb. 44).
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Abb. 44: GPX 5 Tage CTS, (n = 9) Veranderung der GPX-Aktivitdt in nm/min/ml. MD- und CTS-
Fibroblasten wurden 3 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit TGF aktiviert. Signifikanz
*=p<0,05(-vs 453 nm + TGFB), ** = p < 0,01 und *** = p < 0,005.

3.4 Durchflusszytometrische Analyse der TGF-Rezeptoren und TGFf
hLAP

Mittels durchflusszytometrischer Analyse konnte festgestellt werden, dass latency associated peptide
LAP in MD verstirkt exprimiert wird als in CTS. Im Mittel zeigen MD-Fibroblasten, unabhéngig
von der Behandlung, doppelt so viel LAP an der Oberfliche wie CTS (Abb. 45). Die Analysen der
Rezeptoren ALK 5, 3, 7 und TGFpB-R II zeigen keine signifikanten Unterschiede (s. Anhang IITh).
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Abb. 45: FACS TGFB hLAP CTS vs MD, (n = 8) Prozentuale Expression, bezogen auf CTS-
Kontrolle. MD- und CTS-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 40 J/cm? (453 nm) bestrahlt und/oder mit
TGF@ aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05 (CTS vs MD -), **=p < 0,01 (CTS vs MD TGFB, CTS vs MD
453 nm) und *** = p < 0,005 (CTS vs MD 453 nm + TGFp).

3.5 Behandlung der Fibroblasten mit SB-431542

Aufgrund der erhdhten Expression von hLAP folgte die Untersuchung des Effektes eines TGFp-
Inhibitors, SB-431542, auf den Surrogatparameter der Myofibroblastengenese a-sma und ROS-
modulierende Enzyme in MD- und CTS-Fibroblasten.

3.5.1 Beecinflussung der a-sma-Expression durch SB-Behandlung

Es zeigt sich eine Inhibition der TGFB1-induzierten o-sma-Expression durch SB-Zugabe (Abb. 46,
48, 49, 51). Dieser inhibierende Effekt ist sowohl in MD- als auch CTS-Fibroblasten erkennbar.
Vergleicht man zwischen SB und Kontrolle innerhalb der jeweiligen TGFB-Konzentrationsgruppe,

ist die Inhibition der a-sma-Expression signifikant (Abb. 48, 51).
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Abb. 46: a-sma MD, K vs SB, (n = 5) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die TGFf3-
unbehandelte Kontrolle. MD-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 0,5 pMol SB-431542 behandelt
und/oder mit TGFB 1-5-10 ng/ml aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 und *** = p < 0,005.
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Abb. 47: a-sma MD, K vs SB, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts) Standard,
K-, SB-, K+TGFB 1 ng/ml, SB+TGFB 1 ng/ml, K+TGFB 5 ng/ml, SB+TGFB 5 ng/ml, K+TGFB 10
ng/ml, SB+TGFf 10 ng/ml.
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Abb. 48: a-sma MD, K vs SB, normiert auf jeweiliges TGF, (n = 5) Relative Veranderung der
Expression, bezogen auf die Kontrolle der jeweiligen TGFB-Behandlung. MD-Fibroblasten wurden 5
Tage mit 0,5 pMol SB-431542 behandelt und/oder mit TGFB 1-5-10 ng/ml aktiviert. Signifikanz * = p
< 0,05, **=p < 0,01 und *** = p < 0,005 (K 1ng/ml TGFB vs SB 1 ng/ml TGFB, K 5 ng/ml TGF{ vs
SB 5 ng/ml TGFB, K 10 ng/ml TGF vs SB 10 ng/ml TGFR).
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Abb. 49: a-sma CTS, K vs SB, (n = 5) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
TGFB-unbehandelte Kontrolle. CTS-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 0,5 uMol SB-431542 behandelt
und/oder mit TGFB 1-5-10 ng/ml aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 und *** = p < 0,005.
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Abb. 50: a-sma CTS, K vs SB, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts) Standard,
K-, SB-, K+TGFB 1 ng/ml, SB+TGFB 1 ng/ml, K+TGFB 5 ng/ml, SB+TGFB 5 ng/ml, K+TGFB 10
ng/ml, SB+TGFB 10 ng/ml.
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Abb. 51: a-sma CTS, K vs SB, normiert auf jeweiliges TGF, (n = 5) Relative Veranderung der
Expression, bezogen auf die Kontrolle der jeweiligen TGFB-Behandlung. CTS-Fibroblasten wurden
5 Tage mit 0,5 yMol SB-431542 behandelt und/oder mit TGFB 1-5-10 ng/ml aktiviert. Signifikanz * =
p <0,05,* =p <0,01 und *** =p < 0,005 (K 1ng/ml TGFB vs SB 1 ng/ml TGFB, K 5 ng/ml TGFf vs
SB 5 ng/ml TGFf, K 10 ng/ml TGF vs SB 10 ng/ml TGF).

3.5.2 Beeinflussung der Mn-SOD-Expression durch SB-Behandlung

Die Mn-SOD-Expression wird sowohl in MD- (Abb. 52) als auch CTS-Fibroblasten (Abb. 54) durch
Zugabe von SB-431542 induziert. Signifikant ist diese Zunahme durch SB bei TGFf} unbehandelten
CTS- und MD-Fibroblasten. Im CTS bleibt die Induktion bei simultaner Behandlung mit TGFB1 (1
ng/ml) signifikant (Abb. 54).
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Abb. 52: Mn-SOD MD, K vs SB, (n = 5) Relative Verdnderung der Expression, bezogen auf die
TGFB-unbehandelte Kontrolle. MD-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 0,5 yuMol SB-431542 behandelt
und/oder mit TGF 1-5-10 ng/ml aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 und *** = p < 0,005
(K- vs SB-).
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Abb. 53: Mn-SOD MD, K vs SB, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, K-, SB-, K+TGFB 1 ng/ml, SB+TGFB 1 ng/ml, K+TGFf 5 ng/ml, SB+TGF 5 ng/ml,
K+TGFB 10 ng/ml, SB+TGFB 10 ng/ml.
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Abb. 54: Mn-SOD CTS, K vs SB, (n = 5) Relative Veranderung der Expression, bezogen auf die
TGFB-unbehandelte Kontrolle. CTS-Fibroblasten wurden 5 Tage mit 0,5 uMol SB-431542 behandelt
und/oder mit TGF 1-5-10 ng/ml aktiviert. Signifikanz * = p < 0,05, ** = p < 0,01 (K- vs SB-, K 1 ng/ml
TGFB vs SB 1 ng/ml TGFB) und *** = p < 0,005.
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Abb. 55: Mn-SOD CTS, K vs SB, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts)
Standard, K-, SB-, K+TGFB 1 ng/ml, SB+TGFB 1 ng/ml, K+TGFf 5 ng/ml, SB+TGF 5 ng/ml,
K+TGFB 10 ng/ml, SB+TGFB 10 ng/ml.

3.5.3 Beeinflussung der NOX4- und Katalase-Expression durch SB-Behandlung
NOX4 und Katalase zeigen weder in MD- noch CTS-Fibroblasten Veridnderungen der Expression
durch SB-Behandlung (Anhang IIIi).
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4 Diskussion

In dieser Arbeit sollten die Verdnderungen der ROS-modulierenden Enzyme und assoziierter
Transkriptionsfaktoren durch Bestrahlung mit blauem Licht in MD- Fibroblasten im Vergleich zu
Fibroblasten aus Referenzgewebe (CTS) untersucht werden. Ziel war es, eine mogliche Quelle der
in MD erhohten Basis-ROS-Level und der bestrahlungsassoziierten Induktion von ROS zu
identifizieren. Weiterhin wurde der Einfluss eines TGFB1-Inhibitors auf diese ROS-modulierenden
Systeme untersucht, da die Inhibition der TGFB-Wirkung einen dhnlichen Effekt wie blaues Licht
auf die Myofibroblasteninduktion hat. Auch die Expression von TGFB-Rezeptoren auf MD- und
CTS-Fibroblasten wurde untersucht, um hier mogliche Unterschiede und Beeinflussung durch blaues

Licht zu identifizieren.

Die im Rahmen dieser experimentellen Arbeit gewonnenen Daten sind reproduzierbar und zeigen

signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen.

4.1 Modulation der a-sma- und TGFp hLAP-Expression in CTS und MD

TGFp1 ist in der Lage, a-sma, welches als Surrogatparameter fiir Myofibroblastengenese gilt, in
Fibroblasten, und damit deren Differenzierung zu Myofibroblasten, zu induzieren (Desmouliere et
al., 1993, Darby et al., 1990). Es wurde beschrieben, dass Bestrahlung mit blauem Licht sowohl in
humanen dermalen Fibroblasten als auch MD-Fibroblasten die durch TGFf1 induzierte
Expressionszunahme von a-sma verhindern kann (Taflinski et al., 2014, Krassovka et al., 2019).
Diese Ergebnisse lassen sich in dieser Arbeit bestitigen: Sowohl nach 3 als auch 5 Tagen bleibt in
MD- und CTS-Fibroblasten die Induktion der a-sma-Expression durch TGFB1 bei zusétzlicher
Bestrahlung aus, in MD-Zellen wird sie nach 3 Tagen durch zusétzliche Bestrahlung sogar inhibiert
(Abb. 10, 11, 13, 14). Die Myofibroblasten-Induktion durch TGFB1 dient hierbei als in vitro
Anndhrung an die in vivo Myofibroblastengenese in fibrotischen Erkrankungen wie MD. Dies deutet
auf einen antifibrotischen Effekt der Bestrahlung hin und konnte fiir eine Therapie des MD von

Interesse sein.

Es wird vermutet, dass Bestrahlung mit blauem Licht ROS induzieren kann, und inwieweit dieser
Effekt bei der Vermittlung des antifibrotischen Effektes der ROS beteiligt sein konnte, war
Gegenstand dieser Arbeit. Eine mogliche Verbindung von ROS und blauem Licht ist naheliegend,
da ROS durch Bestrahlung mit blauem Licht induziert werden kénnen (Mamalis et al., 2015,
Taflinski et al., 2014, Oplénder et al., 2011). Die Zugabe von Resveratrol (ein potentes pflanzliches
Antioxidans aus der Gruppe der Polyphenole) in humanen dermalen Fibroblasten kann iiberdies den
Effekt des blauen Lichtes auf ROS-Generation und Verdnderung der Migrationsgeschwindigkeit
unterbinden (Mamalis et al., 2016). Aus diesem Grund war es von Interesse, ob ROS einen
vergleichbaren Effekt wie blaues Licht auf MD-Fibroblasten haben. In der vorliegenden Arbeit
wurde demonstriert, dass auch die Zugabe von H,O, die Myofibroblastengenese reduzieren kann
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(Abb. 5-8). Es ist daher moglich, dass die Bestrahlungs-induzierte Generation von ROS fiir die
Vermittlung des Bestrahlungseffektes von zentraler Bedeutung ist. Dies ist insofern interessant, weil
auch profibrotische Effekte von ROS beschrieben wurden: ROS spielen eine Rolle in der durch
TGFp1-induzierten Myofibrogenese (Murphy-Marshman et al., 2017), sie konnen a-sma und
Kollagen Typ 1 induzieren (Bocchino et al., 2010) und in der fibroproliferativen Erkrankung MD
lasse sich hohere Basislevel von ROS nachweisen (Murrell et al., 1987, Nicula et al., 2014). Niedrige
ROS-Konzentrationen fordern die Fibroblastenproliferation, wéhrend hohere Konzentrationen
zelltoxisch sein konnen (Murrell et al., 1990). Die erhohten ROS-Basislevel in MD-Fibroblasten
konnten demzufolge fiir die profibrotischen Eigenschaften der Erkrankung mitverantwortlich sein,
wie es von Murrell bereits postuliert wurde (Murrell et al., 1987). Wir konnten jedoch zeigen, dass
die additive Zugabe von ROS die Myofibroblastengenese hemmen kann. In Zusammenschau mit
bisherigen, bereits erwédhnten Ergebnissen (Mamalis et al., 2015, Oplander et al., 2011, Mamalis et
al., 2016, Taflinski et al., 2014) deutet dies darauf hin, dass ROS fiir den Effekt der Bestrahlung
ausschlaggebend sein kdnnten. Durch die weitere Zunahme der ROS in MD durch die Bestrahlung
scheint die ROS-Wirkung sich von profibrotisch hin zu antifibrotisch zu verdandern. Insgesamt sind
die Ergebnisse mit der These vereinbar, dass durch Bestrahlung H>O, induziert wird, was den

antifibrotischen und potenziell therapeutischen Effekt der Bestrahlung vermitteln konnte.

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigt sich weiterhin in MD-Fibroblasten eine erhdhte
Expression von TGF3 hLAP (Abb. 45). Wie einleitend erwahnt, wird TGFp mit LAP als small latent
complex synthetisiert und muss erst aus diesem freigesetzt werden, um seine Wirkung entfalten zu
koénnen (Gray und Mason, 1990, Annes et al., 2003). Es ist bereits bekannt, dass TGF vermehrt von
Zellen exprimiert wird, die mitochondrialem oder metabolischem Stress ausgesetzt sind (Amuthan
et al., 2001). In MD-Fibroblasten lassen sich hohere Level von TGFB1 nachweisen (Badalamente et
al,, 1996, Krause et al., 2011). Es wurde weiterhin beschrieben, dass LAP in squamdsen
Karzinomzellen an avB6 Integrin gebunden vorliegt und dort das Verhalten der Zelle moduliert
(Thomas et al., 2002). Es ist noch ungeklért, ob das in dieser Arbeit detektierte hLAP Einfluss auf
die MD-Zellen ausiibt und z. B. auch an Integrine gebunden vorliegt, oder ob es sich um vom
iibermifig vorhandenen TGFf abgespaltenes oder konformationsverdndertes hLAP ohne Einfluss
auf die Zelle handelt. Auch durch ROS kann es zu einer Aktivierung von TGFf3 hLAP kommen
(Barcellos-Hoff und Dix, 1996). Sie fiihren eventuell zu einer Konformationsdanderung des LAPs,
sodass dieses das TGFB1 aus dem Komplex freigibt, wodurch die aktive Form des TGFp entsteht
(Jobling et al., 2006). Diese Mechanismen konnten in MD-Fibroblasten, in denen vermehrt ROS
vorliegen, zum Tragen kommen. Zur Klarung der Bedeutung und Herkunft des in dieser Arbeit

vermehrt nachzuweisendem hLAP sind weitere Untersuchungen nétig.

Da in dieser Arbeit vermehrt TGFB hLAP in den MD-Fibroblasten nachweisbar war, wurde der
Einfluss einer TGFB-Rezeptor Inhibition untersucht. Durch die Zugabe von SB-431542 kann eine
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Inhibition bzw. eine fehlende Induktion der a-sma-Expression bestitigt werden (Abb. 46, 48, 49,
51). Aufgrund der niedrigen n-Zahl von n = 5 sind die Ergebnisse nicht signifikant, aus anderen
Arbeiten ist jedoch bereits bekannt, dass durch die Zugabe von SB-431542 eine Kontraktilitéts- und
a-sma-Inhibition in MD erreicht werden kann (SeBler, 2017, Krause et al., 2011). Es ergibt sich daher

neben der Bestrahlung eine weitere mogliche Therapieoption des MD.

4.2 Die Beeinflussung der Transkriptionsfaktoren durch Bestrahlung

Um herauszufinden, ob mit ROS oder Fibrose assoziierte Signalwege in MD und bei Bestrahlung
verdndert sind, wurden die B-Catenin- und NFxB-Expression untersucht. Es finden sich erhdhte
Level von B-Catenin in MD (Varallo et al., 2003a, Howard et al., 2003), dies ist auch in dieser Arbeit
tendenziell nach 5 Tagen nachweisbar (Abb. 15). CTS- und MD-Fibroblasten zeigen nach 5-tagiger
Behandlung mit TGFB1 eine Induktion der B-Catenin-Expression, sowohl mit als auch ohne
zusétzliche Bestrahlung (Abb. 19, 20). Dieser Zusammenhang stimmt mit publizierten Ergebnissen
iiberein. Die Expression des Transkriptionsfaktors -Catenin wird nach vorhergehenden Berichten
durch TGFpB in Fibroblasten induziert (Amini Nik et al., 2007). Auch in Keloidgewebe und
hypertrophen Narben ist eine Induktion von B-Catenin durch TGFB1 bekannt (Sun et al., 2015), und
es konnte bereits detektiert werden, dass TGFP eine nukledre Akkumulation von B-Catenin in
kultivierten Fibroblasten induziert (Akhmetshina et al., 2012). Die Aktivierung des Wnt-
Signalweges, der zur nukledren und zytoplasmatischen Akkumulation von B-Catenin fiihrt, ist fiir die
durch TGFp vermittelte Fibrose essenziell, und Fibroblasten benotigen B-Catenin, damit TGFf
Proliferation induzieren kann (Cheon et al., 2006, Akhmetshina et al., 2012). In pulmonalen
epithelialen Zellen konnte durch Inhibition von B-Catenin die durch TGFP gesteuerte a-sma-
Induktion verhindert werden (Xu et al., 2017), wodurch die Bedeutung dieses Transkriptionsfaktors
fiir die Myofibroblastengenese gezeigt wird. In dieser Arbeit konnte bestétigt werden, dass es einen
Zusammenhang zwischen 3-Catenin und TGFB-induzierter Myofibrogenese gibt, und dass B-Catenin
und der Wnt-Signalweg fiir die Pathogenese bedeutend sein konnten. Es stellt sich daher die Frage,
ob die Bestrahlung von TGFf-aktivierten Fibroblasten eine Inhibition der f-Catenin-Expression zur
Folge hat, was zur a-sma-Inhibition fiihren kdnnte. In der vorliegenden Arbeit zeigt sich jedoch, dass
weder in MD- noch CTS-Fibroblasten durch Bestrahlung eine Modulation der f-Catenin-Expression
stattfindet. Daher ldsst sich annehmen, dass die Inhibition der a-sma-Expression durch Bestrahlung

nicht durch B-Catenin-Inhibition vermittelt wird.

Nach 5 Tagen zeigt sich in MD-Fibroblasten durch die Bestrahlung mit blauem Licht (A = 453 nm)
eine Induktion der NFkB-Expression (Abb. 24). In CTS-Fibroblasten ist nach 3 Tagen eine hohere
Expression von NFkB in bestrahlten Fibroblasten ohne TGFB-Aktivierung als in bestrahlten und
TGFp-aktivierten Fibroblasten nachweisbar (Abb. 22). Dass der Transkriptionsfaktor NFkB durch
ROS sowohl inhibiert als auch induziert wird, ist bereits bekannt (Siomek, 2012). So kann H>O» in
T-Zellen (Schreck et al., 1991) und in Skelettmuskelzellen (Zhou et al., 2001) NF«kB aktivieren. Da
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durch Bestrahlung mit blauem Licht ROS entstehen (Taflinski et al., 2014, Mamalis et al., 2015,
Oplander et al., 2011), konnte dies ein Grund fiir eine Induktion von NF«kB-Expression durch
Bestrahlung sein. Ungeklért ist, warum bei Aktivierung mit TGFB1 diese Induktion durch
Bestrahlung nicht stattfindet.

P53 ist beteiligt an der Induktion der Expression der Mn-SOD und GPX, widhrend eine
Uberexpression der Katalase die p53 induzierte Apoptose verhindern kann (Hussain et al., 2004).
Wie in 4.3 besprochen wird, zeigen die Mn-SOD- und Katalase-Expression in MD Auffilligkeiten.
Daher konnte dieser Transkriptionsfaktor fiir die Signalwege in MD und die Vorgidnge wihrend
Bestrahlung mit blauem Licht bedeutend sein. Die Betrachtung von p53 ist vielversprechend und

sollte in zukiinftige Untersuchungen einflieen.

4.3 Die Beeinflussung der Expression der ROS-modulierenden Enzyme

durch Bestrahlung und SB-431542
In dieser Arbeit konnte bereits die mdgliche Bedeutung der ROS fiir den Bestrahlungseffekt

hervorgehoben werden. Es bleibt jedoch die Frage, woher die unter Einfluss von blauem Licht
entstehenden ROS und die ROS in MD stammen. Aus diesem Grund wurden verschiedene ROS-

modulierende Enzyme hinsichtlich ihrer Expression untersucht.

Die NOX4-Expression wird durch TGFB1 nach 3 Tagen signifikant in CTS- und tendenziell in MD-
Fibroblasten induziert (Abb. 31, 32). Nach 5-tagiger Behandlung ist diese Induktion jedoch nicht
mehr vorhanden. Korrespondierend ist die Induktion der NOX4 durch TGFp in glatten Muskelzellen
der Atemwege bereits bekannt (Michaeloudes et al., 2011). Eventuell besteht nach 5 Tagen ein
Gewohnungseffekt, oder NOX4-Induktion ist nur in den ersten Tagen fiir die
Myofibroblastendifferenzierung erforderlich. Es ldsst sich jedoch annehmen, dass die
Myofibrogenese zumindest in der Anfangsphase durch NOX4 moduliert wird, da eine Inhibition der
NOX4 die TGFB-induzierte Zunahme der a-sma-Expression verhindert (Murphy-Marshman et al.,
2017, Hecker et al., 2009). Die weitere Untersuchung der NOX4 war interessant, da die Bestrahlung
mit blauem Licht einen dhnlichen Effekt hat wie die Inhibition der NOX4, ndmlich die Inhibition der
a-sma-Expression. Die Frage war, ob die Bestrahlung mit blauem Licht die NOX4-Expression
moduliert. Die Bestrahlung zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die NOX4, au3er dass die NOX4-
Induktion durch TGFB1 im CTS nach 3 Tagen bei gleichzeitiger Bestrahlung nicht signifikant und
weniger deutlich ausfillt. Eine signifikante Inhibition der NOX4-Expression durch Bestrahlung
findet jedoch nicht statt und scheint daher nicht der Grund fiir die Reduktion der a-sma-Expression
durch blaues Licht zu sein. Eine Induktion der NOX4 ist ebenfalls nicht nachweisbar und ist nicht
die Quelle der ROS-Entstehung bei Bestrahlung. Obwohl die NOX4 fiir die Pathogenese des MD
bedeutend erscheint, vermittelt die Bestrahlung mit blauem Licht ihren Effekt nicht primér iiber die

NOX4.
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Die Katalase-Expression wird vorherigen Arbeiten zufolge durch TGFp in glatten Muskelzellen der
Atemwege inhibiert (Michaeloudes et al., 2011). Auch in dieser Arbeit zeigt sich eine Inhibition der
Katalase-Expression in MD-Fibroblasten durch TGFf nach 3 Tagen (Abb. 26, 27). Dies konnte ein
Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen erniedrigter Katalase-Expression, resultierend in

vermehrten ROS, und Myofibrogenese sein.

Blaues Licht inhibiert in Monascus, einem Schimmelpilz, die Katalase-Aktivitit (Zhang et al., 2017),
und UV A-Bestrahlung kann die Katalase inhibieren (Shindo und Hashimoto, 1997, Zigman et al.,
1996). Es ist aber auch Aktivititserhohung in Cerena unicolor (ein saprobischer Pilz) durch blaues
Licht (Pawlik et al., 2019) und Katalase-Induktion durch ROS (Zhou et al., 2001, Franco et al., 1999)
bekannt. In der vorliegenden Arbeit moduliert die Bestrahlung in unbehandelten Fibroblasten nicht
die Katalase-Expression. Nach 3 Tagen zeigt sich jedoch in mit TGF1-aktivierten CTS- und MD-
Fibroblasten eine Inhibition der Katalase-Expression durch Bestrahlung (Abb. 26, 27). Nach 5-
tagiger Behandlung ist dieser Effekt nur noch bei MD und nur in der Gruppe der durch TGFj-
aktivierten und gleichzeitig bestrahlten Zellen zu finden (Abb. 29). Ohne zusétzliche Bestrahlung ist
nach 5 Tagen weder in der Versuchsreihe mit SB-431542 noch in der Bestrahlungsversuchsreihe
eine Inhibition durch TGF allein feststellbar. Dies deutet darauf hin, dass die Bestrahlung die TGFj3-
vermittelte Inhibition der Katalase verstirkt. ROS, die wie bereits erwédhnt die Myofibrogenese
induzieren kdnnen, scheinen auch an der Vermittlung des Bestrahlungseffektes beteiligt zu sein. Da
die Katalase-Expression durch Bestrahlung TGFp-aktivierter Fibroblasten inhibiert wird, kdnnte es
in MD-Fibroblasten zu einem bestrahlungsassoziierten Anstieg von H>O, kommen. Es konnte in
dieser Arbeit demonstriert werden, dass die Zugabe von H2O: zu durch TGF1-aktivierten Zellen
eine Hemmung der a-sma-Induktion, als Marker der verstdrkten Myofibroblastengenese, zur Folge
hat. In fibrotischem Gewebe mit hohen internen TGFB1-Leveln, wie MD (Badalamente et al., 1996),
wire eine Vermittlung des Bestrahlungseffektes iiber eine Inhibition der Katalase-Expression mit
weiterer Erhéhung von ROS denkbar. Die Katalase présentiert sich also als moglicherweise

mafgeblich fiir den Effekt der Bestrahlung mit blauem Licht verantwortlich.

Die Mn-SOD, ein weiteres ROS-modulierendes Enzym, zeigt nach 5 Tagen eine Inhibition der
Expression durch TGFB1 in MD-, aber nicht CTS-Zellen (Abb. 42). Hierbei war es irrelevant, ob
eine gleichzeitige Bestrahlung mit blauem Licht erfolgte oder nicht. Eine Inhibition der Mn-SOD
durch TGFp wurde bereits in glatten Muskelzellen der Atemwege beschrieben (Michaeloudes et al.,
2011). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es durch Zugabe von SB-431542 zu einer
Induktion der Mn-SOD-Expression in MD und CTS kommt (Abb. 52, 54). Dies konnte auf ein
Unterbinden der Inhibition der Mn-SOD-Expression durch TGFB zuriickzufiihren sein.
Interessanterweise zeigt sich jedoch auch in der TGFp-unbehandelten Gruppe eine Induktion der
Mn-SOD-Expression durch SB (Abb. 52, 54). Moglicherweise ist hier eine Authebung inhibierender
Effekte von endogenem TGFp urséchlich. Von Interesse ist ebenfalls, dass SB zwar die Mn-SOD-
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Expression induziert, jedoch die von a-sma inhibiert — solch ein Effekt auf die Mn-SOD ist durch
Bestrahlung nicht zu beobachten, obwohl diese o-sma-Expression ebenso inhibiert. Durch eine
Induktion der Mn-SOD durch SB konnte es zur Abnahme von Oy, jedoch folglich zu einer Zunahme
von H>O, kommen, was ebenfalls die o-sma-Expression inhibieren kann (Abb. 5-8). SB und
Bestrahlung konnten demzufolge tiber verschiedene Mechanismen zu einer Erhdhung von H,O,

fiihren und somit den Surrogatparameter fiir Myofibroblastengenese, a-sma, inhibieren.

In CTS-Fibroblasten findet weiterhin durch Bestrahlung nach 3 und 5 Tagen eine tendenzielle,
jedoch nicht signifikante Induktion der Mn-SOD-Expression statt (Abb. 40, 43). Es ist bereits
bekannt, dass die Mn-SOD geringfiigig durch oxidativen Stress in Fibroblasten (Stralin und
Marklund, 1994) und in Adenocarcinomzellen durch H,O> (Warner et al., 1996) induziert werden
kann. Da wihrend der Bestrahlung ROS entstehen, konnte dies fiir die leichte Expressionssteigerung
in den CTS-Fibroblasten verantwortlich sein. Der inhibierende Effekt von TGFp ist durch die
Bestrahlung jedoch nicht aufzuheben — dies kdnnte erkldren, warum in den MD-Fibroblasten, die
hohere TGFB-Basis-Level zeigen (Badalamente et al., 1996, Krause et al., 2011), keine Induktion
durch die Bestrahlung stattfindet.

In dieser Arbeit konnte eine erniedrigte Mn-SOD-Expression in MD-Fibroblasten im Vergleich mit
CTS-Fibroblasten aufgezeigt werden (Abb. 37, 38). Die bereits beschriebenen erhohten TGFp-Level
in MD konnten die hier nachgewiesene erniedrigte Mn-SOD-Expression im MD erkldren. Dieser
Expressionsunterschied zeigt sich tendenziell auch bei unbehandelten MD- und CTS-Fibroblasten,
wird jedoch nur bei den bestrahlten Fibroblasten signifikant, da hier nur in CTS-Fibroblasten eine
Induktion der Mn-SOD stattfindet. Eventuell wiirden die Expressionsunterschiede zwischen MD und
CTS bei einer grofleren Probandenzahl deutlicher. Mogliche Folgen sind in Abb. 56 verdeutlicht.
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Abb. 56: Schematische Darstellung der Unterschiede zwischen MD und CTS In CTS-
Fibroblasten (links) konnten héhere Mn-SOD-Expressionslevel nachgewiesen werden als in MD-
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Fibroblasten (rechts), was zu erhéhter ROS-Belastung mit Oz  in MD flihren kénnte. Die Mn-SOD
zeigte sich weiterhin in CTS-Fibroblasten durch Bestrahlung (blauer Pfeil) mit blauem Licht
induzierbar (nicht signifikant). In MD-Fibroblasten zeigt sich, als weiterer Unterschied, vermehrt
TGFB hLAP.

Insgesamt konnte die Erniedrigung der Mn-SOD-Expression eine mdgliche Quelle fiir erhhte ROS
in Form von Oy” im MD sein. Anfallendes O,” wiirde im CTS durch die Mn-SOD in das stabilere
H,0, umgewandelt werden, den MD-Fibroblasten bliebe dieser Mechanismus jedoch gegebenenfalls
verschlossen. Diese fehlende antioxidative Kapazitét konnte fiir die Pathogenese von MD bedeutend
sein und die Assoziation von MD und ROS erklédren. Passend zu diesen Ergebnissen finden sich in
MD mitochondriale Mutationen (Bayat et al., 2005), Wirkungsort der Mn-SOD. Auf eine wichtige
Rolle der Mitochondrien wihrend der Myofibroblastendifferenzierung deutet weiterhin hin, dass
durch TGFp die mitochondriale ROS-Produktion verstirkt wird (Jain et al., 2013). Weiterhin wurde
bereits demonstriert, dass bei isolierter Bestrahlung der Mitochondrien ROS entstehen (Godley et
al., 2005). In MD-Zellen konnte aufgrund der erniedrigten Mn-SOD-Expression die Kapazitét
fehlen, diese ROS zu verstoffwechseln, was zu einer ROS-Zunahme durch Bestrahlung fithren

wiirde. Mitochondrien sind daher fiir weitere Arbeiten beziiglich der ROS-Genese von Interesse.

SOD1 wird in CTS durch 3-tigige Bestrahlung induziert (Abb. 35). In der Literatur wird ebenfalls
von einer unter anderem durch NFkB-modulierten SOD1-Induktion durch H»O, berichtet (Yoo et
al., 1999, Rojo et al., 2004). Daher ist es moglich, das Bestrahlungs- bzw. ROS-induzierte NFkB-
Expression einen steigernden Einfluss auf die SOD1-Expression in CTS hat. Gegensétzlich zu diesen
Ergebnissen wird jedoch auch von fehlenden bis inhibierenden Effekten auf die SOD1 durch ROS
berichtet (Stralin und Marklund, 1994). Es lassen sich keine eindeutigen Aussagen zu den

Interaktionen zwischen ROS und SOD1 treffen.

Die GPX-Aktivitdt zeigt lediglich nach 5 Tagen in CTS-Fibroblasten eine Inhibition durch TGFf-
Behandlung und gleichzeitige Bestrahlung (Abb. 44). Dies widerspricht bisherigen Erkenntnissen,
nach denen GPX-Aktivitdt durch H>O, und TGFp in Anulus fibrosus Zellen von Ratten induziert
wird (Ni et al., 2019). Die Autoren berichten jedoch auch, dass H>O; ohne TGFp eine Erniedrigung
der GPX-Aktivitdt hervorruft (Ni et al., 2019). In Skelettmuskelzellen scheint die GPX durch H»O,
NFxB-moduliert induziert zu werden (Zhou et al., 2001, Franco et al., 1999). Eine Inhibition der
GPX-Aktivitit scheint daher ungewohnlich, und eventuell greift ein anderer Mechanismus als ROS

bei der Inhibition durch Bestrahlung und TGFp.

Eine zusammenfassende Darstellung der Beeinflussung der ROS-modulierenden Proteine in MD

findet sich in Abb. 57.
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Abb. 57: Schematische Darstellung der Behandlungseffekte in MD-Fibroblasten. Die
Behandlung mit TGFB konnte eine Inhibition der Mn-SOD und Induktion von a-sma hervorrufen
(links). Dies hatte evtl. eine erhdhte Belastung mit ROS zur Folge, und kdnnte eine mégliche Quelle
von ROS in MD sein. Bestrahlung TGFB-behandelter Zellen mit blauem Licht fir 5 Tage flhrte
einerseits zur Inhibition von a-sma und Mn-SOD-Expression, andererseits, und dies ebenso in CTS-
Fibroblasten, zur Inhibition der Katalase (mittig). Dies konnte zu einer weiteren Genese von ROS
fuhren und eine Quelle der bei Bestrahlung entstehenden ROS sein. Die Inhibition des TGF mittels
SB hat eine Induktion der Mn-SOD und a-sma-Inhibition in MD und CTS zur Folge (rechts). Dies
deutet auf einen anderen Mechanismus der a-sma-Inhibition als Bestrahlung hin, stitzt aber die
These, dass TGF die Mn-SOD-Expression inhibiert.

4.4 Limitationen

Ein MD-Spender musste verworfen werden, da nach Infektion der Zelllinien und anschliefender
Behandlung mit Ciprofloxacin im Western Blot hohere Expressionslevel der Mn-SOD in MD- als in
CTS-Fibroblasten festgestellt wurden, ein gegenldufiges Ergebnis zu den anderen Donoren.
Tatsdchlich ist aus anderen Arbeiten bekannt, dass die Mn-SOD durch H>O; in humanen pulmonalen
Adenocarcinomzellen (Warner et al., 1996) oder durch Lipopolysaccharide, welche in der dulleren
Membran gramnegativer Bakterien enthalten sind, in pulmonalen epithelialen Zellen (Visner et al.,
1990) induziert werden kann. Es ist daher zu vermuten, dass durch die Infektion eine Induktion

stattgefunden haben konnte.

Ein weiterer moglicher limitierender Faktor ist, dass bis auf GPX keine Aktivitits-, sondern primar
eine Expressionsanalyse der Enzyme erfolgte. Enzymaktivitét wird zu grolen Teilen von Substrat-
und Enzymmenge bestimmt, welche die Expression abbilden kann. Weitere Faktoren sind zum
Beispiel pH und Temperatur (Vitolo, 2020). In dem verwendetem Versuchsaufbau gab es keine
Hinweise auf pH-Verdnderungen, die Temperatur wurde zwischen Kontrollen und behandelten
Zellen konstant gehalten. Daher erscheint die Expressionsanalyse als Anndhrung an die Aktivitit

ausreichend.
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Einschriankend ist zu erwédhnen, dass, aufgrund des héufigeren Auftretens von MD bei Ménnern, bei
den Daten ein Geschlechtsbias besteht — von 19 MD-Patienten war nur 1 Spender weiblich. Bei den

CTS-Spendern bestand ein solcher Bias mit 7 mannlichen und 10 weiblichen Spendern nicht.

4.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Es ist bereits bekannt, dass im MD mehr ROS vorhanden sind und die Bestrahlung den intrazelluldren
Anteil der ROS weiter erhoht. Es wurde vermutet, dass diese Erhohung der ROS moglicherweise mit
der Inhibition der o-sma-Expression bei Bestrahlung zusammenhéngt. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass durch Zugabe von H,O, zu TGFf-aktivierten MD-Fibroblasten eine Inhibition
der a-sma-Expression vermittelt werden kann. Dies spiegelt den bereits bekannten und hier erneut
bestitigtem Effekt der Bestrahlung mit blauem Licht. Dieser therapeutische Effekt des blauen Lichtes
erdffnet Moglichkeiten des Einsatzes der Bestrahlung, zum Beispiel in der Rezidivprophylaxe des
MD. Zusammenfassend wird durch die Inhibition der a-sma -Expression durch H,O, die Vermutung
untermauert, dass der Effekt der Blaulichtbestrahlung durch ROS vermittelt werden kdnnte. Aus

diesem Grund erfolgte die Untersuchung von an der ROS-Homdostase beteiligten Enzymen.

Die NOX4, obwohl mit der TGFB1-induzierten a-sma-Expression und damit Entwicklung von
Fibrose assoziiert, wird durch die Bestrahlung nicht nennenswert beeinflusst. Interessanterweise
zeigte die NOX4 nur in den 3 Tage behandelten CTS-Zellen eine Beeinflussung durch TGFp, was
auf eine kritische Rolle der NOX4, insbesondere fiir die Anfangsphase der Fibrosierung, hindeutet.
Auch die Katalase-Expression in MD wird durch TGFp nach 3 Tagen verdndert: Es kommt in der
Folge zu einer Inhibition, was eine weitere ROS-Erhdhung induziert. Es ist moglich, dass die
Inhibition der Proteinexpression durch TGFp fiir die zur Entwicklung von Fibrose fiihrenden
Vorginge von Bedeutung ist. Eine potenzielle Quelle der im MD erhdhten Basislevel der ROS stellt
die, vermutlich aufgrund des vermehrten Einflusses von TGFB1, in MD tendenziell erniedrigte Mn-
SOD-Expression dar. Im Zusammenspiel mit weiteren Veranderungen in der ROS-Homdostase,
unter anderem den bereits beschriebenen moglichen Verdnderungen der NOX4- und Katalase-
Expression, konnte diese herabgesetzte antioxidative Kapazitit von MD-Zellen ein entscheidender
Faktor in der Pathogenese der Erkrankung sein. Es ist hierbei hervorzuheben, dass durch eine
erniedrigte Proteinexpression der Mn-SOD reaktives Oz, aber weniger stabiles H>O: anfallen wiirde.
Oy -Radikale kdnnten daher fiir die fibrotischen Charakteristika der Erkrankung eine entscheidende

Rolle spielen.

Die Inhibition der Katalase-Expression durch die Bestrahlung TGFB-aktivierter MD-Fibroblasten
konnte fiir die ROS-Entstehung durch Bestrahlung mit blauem Licht verantwortlich sein. Hierbei
scheint es zu einer Verstarkung des inhibierenden Effektes von TGFf1 auf die Katalase-Expression
durch die Bestrahlung zu kommen. Moglicherweise verdndert sich durch eine langerfristige

bestrahlungsassoziierte Inhibition der Katalase die ROS-Homgostase, wodurch a-sma inhibiert wird.
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Denkbar wire eine Inhibition der a-sma-Expression durch eine zunehmende Konzentration von

H»0,, welches bei einer suffizienten Katalase-Expression besser verstoffwechselt wiirde.

Um diese Hypothesen zu testen, sind weitere Untersuchungen, wie das Zufligen der defizienten
Enzyme Mn-SOD und/oder Katalase zu bestrahlten Zellen, notig. Ein weiterer Ansatz ist die
Untersuchung der Mitochondrien, Sitz der Mn-SOD, als weitere Quelle der ROS-Generation bei

Bestrahlung.

In MD waren in dieser Arbeit hohere Level von TGF hLAP nachweisbar, welches moglicherweise
durch in MD-Fibroblasten erhhte ROS-Level vermehrt aktiviert wird. Es wurde weiterhin bestétigt,
dass die Behandlung mit SB-431542 die a-sma-Induktion verhindern kann. Interessanterweise
konnte in dieser Arbeit eine Induktion der Mn-SOD durch SB gezeigt werden, denkbar wire hier ein
Wegfallen der Mn-SOD-Inhibition durch endogenes TGFB1. Es kommt also zu einer Zunahme eines
in MD eigentlich defizienten Enzyms, wéhrend die Katalase nicht beeinflusst wird. Durch die Mn-
SOD-Induktion wiirde hypothetisch das H>O» zunehmen, was wiederum die a-sma-Expression
inhibieren konnte. Inwiefern die SB-Behandlung mit Blaulicht-Bestrahlung kombiniert werden

konnte, ist Gegenstand weiterer Forschungsansétze.

Zusammenfassend werden als mogliche Quellen von ROS in MD eine erniedrigte Expression der
Mn-SOD und bei Bestrahlung eine erniedrigte Expression der Katalase identifiziert. Weiterhin zeigt
sich eine Assoziation von NOX4, Katalase, f-Catenin und Myofibroblasteninduktion. Diese
Ergebnisse erdffnen neue Sichtweisen auf die Pathogenese und mogliche Therapie von MD. Denkbar
wiren zum Beispiel eine intraoperative oder postoperative Bestrahlung des Operationsgebietes zur
Rezidivprophylaxe, oder regelméfige Blaulichtbestrahlung zur Hemmung des Voranschreitens des
Morbus Dupuytren. Auch die Behandlung mit SB, einem TGFf-Rezeptor-Inhibitor, kdnnte in der
klinischen Anwendung vielversprechend sein. Die Bestrahlung mit blauem Licht und/oder B-
Behandlung konnten die operative Therapie, das Standbein der MD-Therapie, gegebenenfalls
unterstiitzen und additiv eingesetzt werden. Da die Erkrankung mit einem starken Verlust an
Lebensqualitit einhergehen kann, sind weitere Untersuchungen im Bereich der Therapieoptionen

noétig und von besonderem Interesse fiir die Betroffenen.
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6 Anhang

6.1 Anhang I: Methodische Vorversuche zur Ladekontrolle

GAPDH und Totalprotein als Ladekontrolle, Vergleiche 3 Tage, n=7
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Graph: Western Blot GAPDH 3 Tage, n = 7
Mit Adjusted Volume der Rhodamin-Bande (GAPDH)
GAPDH 3 CTS MD
Tage
- 9896150,000 +/- 4731907,000 8760243,000 +/- 6556662,000
TGEFpB 1,100938e+007 +/- 5550731,000 8069933,000 +/- 5645114,000
453 nm 1,101229¢+007 +/- 5557489,000 9748946,000 +/- 5964316,000
453 nm +
TGFp 9604872,000+/- 6005419,000 7141982,000 +/- 4018004,000

Mittelwerte: Western Blot GAPDH 3 Tage, n =7
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Graph: Western Blot Totalprotein 3 Tage, n =7
Mit Adjusted total lane Volume Totalprotein des Gels

GAPDH 3 CTS MD
Tage
- 2,239986e+008 +/-4,619769¢+007 | 2,197307e+008 +/-6,874456e+007
TGFpB 2,179722e+008 +/-4,994685e+007 | 2,192119¢+008 +/-5,188479¢+007
453 nm 1,997166e+008 +/-4,891971e+007 | 1,992235e+008 +/-4,334760e+007
453 nm +
TGFpB 1,892293e+008 +/-5,010542¢+007 | 1,875906e+008 +/-1,027271e+007

Mittelwerte: Western Blot Totalprotein 3 Tage, n =7

6.2 Anhang II: Spenderliste

Spender, Alter | Gewebe | ROS-Protein | SB- GPX- FACS H>0,-
Geschlecht, Bestimmung Versuch | Assay Versuch
Passage, Western Blot | Western

Name Blot

Spender 60 MD WB 1 X

P09/10, m,

p3

Spender P15, | 38 CTS WB 1

w, p4

Spender P07, | 50 MD WB 2

m, pS

Spender P04, | 58 CTS WB 2

w, p4

Spender P17, | 68 MD WB 3

m, p4

Spender P16, | 59 CTS WB 3

m, p4
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Spender, Alter | Gewebe | ROS-Protein SB- GPX- FACS H,0»-
Geschlecht, Bestimmung | Versuch | Assay Versuch
Passage, Western Blot | Western
Name Blot
Spender 62 MD WB 4 X X
P14/13, m,
p3
Spender P22, | 68 CTS WB 4 X
m, p4
Spender P23, | 78 CTS WB 5 X
m, p4
Spender P24, | 82 MD WB 5
m, p4
Spender P19, | 78 CTS WB 6 X
w, p4
Spender P21, | 57 MD WB 6 X X
m, p3
Spender P25, | 79 CTS WB 7
m, p4
Spender P20, | 77 MD WB 7 X X
m, p4
Spender P36, | 44 CTS WB 8§, SB 11, x als X
w, p4 verworfen verworfen | Spender
wegen wegen P52, w,
Kontamination | Fehler im | p4
MD-Spender | Blot
Spender P27, | 51 MD WB 8, SB 1 und X (zu
m, p5 verworfen SB 1n wenig
wegen Zellen,
Kontamination verworfen)
Spender P42, | 39 CTS WB 9 SB 13 X X
w, p5, Re-OP
P15
Spender P26, | 54 MD WB 9 X
m, p4
Spender P38, | 59 CTS SB 10 x als
w, p4 verworfen | Spender
wegen P57, w,
Fehler im | p5
Blot
Spender P28, | 50 MD SB 2 und X
m, p4 SB 2n
Spender P41, | 56 MD SB 12 X X
m, p3
Spender P43, | 86 CTS SB 15 X X
w, p6
Spender P44, | 52 MD X
m, pS
Spender P45, | 65 MD SB 16 X
m, pb
Spender P46, | 55 CTS SB 18 X X
w, p3
Spender P47, | 56 MD SB 17 X X
w, p3
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Spender, Alter | Gewebe | ROS-Protein SB- GPX- FACS H,0,-

Geschlecht, Bestimmung | Versuch | Assay Versuch

Passage, Western Blot | Western

Name Blot

Spender P48, | 60 MD X

m, p4

Spender P49, | 67 MD X

m, p4

Spender P50, | 54 CTS SB 19 X

m, p4

Spender P51, | 56 CTS SB 20 X

w, p4

Spender P53, | 51 CTS X

m, p4

Spender P54, | 58 CTS X

w, pS

Spender P56, | 78 MD X

m, p4

Spender P58, | 73 MD X

m, pS

Spender P59, | 73 MD X

m, p2

Spender P01, | 61 CTS X

m, p5

Spenderliste

Western Blot ROS Gesamt MD |CTS
Gesamtaltersdurchschnitt WB 63 64 62
Durchschnittsalter Frauen 53 / 53
Durchschnittsalter Manner 66 64 71
Minner 12 8 4
Frauen 4 0 4

FACS Gesamt MD |CTS
Gesamtaltersdurchschnitt FACS 61 59 64
Durchschnittsalter Frauen 60 56 60
Durchschnittsalter Manner 62 59 69
Minner 10 7 3
Frauen 6 1 5

SB-Versuch Gesamt MD |CTS
Gesamtaltersdurchschnitt SB 57 56 58
Durchschnittsalter Frauen 58 56 59
Durchschnittsalter Manner 55 56 54
Miénner 5 4 1
Frauen 5 1 4

GPX Gesamt MD |[CTS
Gesamtaltersdurchschnitt GPX 60 64 56
Durchschnittsalter Frauen 57 56 57
Durchschnittsalter Manner 63 66 53
Minner 10 8 2
Frauen 8 1 7
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H202 Gesamt MD |[CTS
Gesamtaltersdurchschnitt H202 65 65 /
Durchschnittsalter Frauen / / /
Durchschnittsalter Manner 65 65 /
Minner 3 3 0
Frauen 0 0 0

Alles Gesamt MD |CTS
Gesamtaltersdurchschnitt 61 63 60
Durchschnittsalter Frauen 57 56 57
Durchschnittsalter Manner 63 63 64
Minner 25 18 7
Frauen 11 1 10

Statistik zur Spenderliste
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6.3 Anhang III: Ergebnisse — Daten und grafische Darstellung

6.3.1 Illa: Beeinflussung der a-sma-Expression durch Bestrahlung

o-sma 3 Tage MD

- 1+/-0

TGFp 3,642 +/- 1,863
453 nm 1,257 +/- 0,6672

453 nm + TGFp

1,714 +/- 1,066

o-sma 3 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)

o-sma 3 Tage CTS

- 1+/-0

TGFp 6,968931 +/- 7,224336
453 nm 1,072303 +/- 0,2996025

453 nm + TGFp

3,673807 +/- 3,248897

a-sma 3 Tage CTS, normiert auf

Kontrolle (-)

o-sma S5 Tage MD

- 1+/-0

TGFp 4,901 +/- 3,080
453 nm 0,9888 +/- 0,3247

453 nm + TGFp

2,475 +/- 0,8886

a-sma 5 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)

o-sma 5 Tage CTS

- 1+/-0

TGFp 8,866041 +/- 9,769476
453 nm 1,427303 +/- 0,5919631

453 nm + TGFp

4,264876 +/- 3,521762

a-sma 5 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)

a-sma 3 Tage
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Western Blot Bestrahlungsversuch a-sma 3 Tage CTS vs MD, (n = 8)

o-sma 3 Tage CTS MD

- 1+/-0 1,926247 +/- 1,360063
TGFp 6,968931 +/- 7,224336 9,021366 +/- 10,86801
453 nm 1,072303 +/- 0,2996025 2,1147 +/- 1,557666

453 nm + TGFp

3,673807 +/- 3,248897

3,093674 +/- 2,179058

o-sma 3 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)

a-sma 5 Tage
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Western Blot Bestrahlungsversuch a-sma 5 Tage CTS vs MD, (n = 8)

o-sma 5 Tage CTS MD
- 1+/-0 1,761108 +/- 0,7512057
TGFp 8,866041 +/- 9,769476 7,550002 +/- 3,88006
453 nm 1,427303 +/- 0,5919631 1,869602 +/- 1,479684

453 nm + TGFp

4,264876 +/- 3,521762

4,301405 +/- 1,976418

o-sma 5 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)
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6.3.2 IIIb:

p-Catenin 3 Tage

Beeinflussung der f-Catenin-Expression durch Bestrahlung
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Western Blot Bestrahlungsversuch fp-Catenin 3 Tage CTS vs MD, (n = 8)

B-Catenin 3 Tage CTS MD
- 1+/-0 1,21625 +/- 0,7577775
TGFpB 2,45375 +/- 1,977068 2,170 +/- 1,700034
453 nm 1,0925 +/- 0,7984225 1,3475 +/- 0,9479866

453 nm + TGFp

2,47875 +/-1,931013

1,61125 +/- 1,272685

p-Catenin 3 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)

B-Catenin 5 Tage CTS MD

- 1+/-0 1,502928 +/- 0,4467068
TGFpB 2,412223 +/- 0,7900776 2,839944 +/- 1,087485
453 nm 1,490672 +/- 0,630074 1,98665 +/- 1,054477

453 nm + TGFp

3,049503 +/- 2,963876

2,517374 +/- 0,9239223

p-Catenin 5 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)
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p-Catenin MD 3 Tage
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relative Proteinexpression
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Western Blot Bestrahlungsversuch 3-Catenin 3 Tage MD, (n = 8)

B-Catenin 3 Tage MD

- 1+/-0

TGFp 1,804 +/- 0,8657
453 nm 1,201 +/- 0,6610
453 nm + TGFp 1,436 +/- 0,8515

p-Catenin 3 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)

B-Catenin 3 Tage CTS

- 1+/-0

TGEB 2,45375 +/- 1,977068
453 nm 1,0925 +/- 0,7984225

453 nm + TGFp

2,47875 +/-1,931013

p-Catenin 3 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)

-Catenin 5 Tage MD

- 1+/-0

TGFp 1,956 +/- 0,7580
453 nm 1,325 +/- 0,6764

453 nm + TGFB

1,735 +/- 0,6517

[-Catenin 5 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)

B-Catenin 5 Tage CTS

- 1+/-0

TGFpB 2,412223 +/- 0,7900776
453 nm 1,490672 +/- 0,630074

453 nm + TGFp

3,049503 +/- 2,963876

[-Catenin 5 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)
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6.3.3 Illc: Beeinflussung der NFxB-Expression durch Bestrahlung

NFxB 3 Tage
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Western Blot Bestrahlungsversuch NFxB 3 Tage CTS vs MD, (n = 8)

NF«B 3 Tage CTS MD
- 1+/-0 0,8970835 +/- 0,2329826
TGFpB 1,012607 +/- 0,1735317 0,9605037 +/- 0,3332561
453 nm 1,27875 +/- 0,3809176 1,097156 +/- 0,3388958
453 nm + TGF 0,9275 +/- 0,170021 1,114518 +/- 0,5646232

NF«B 3 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)

relative Proteinexpression
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Western Blot Bestrahlungsversuch NFxB 5 Tage CTS vs MD, (n = 8)

NF«xB 5 Tage CTS MD

- 1+/-0 1,281647 +/- 0,4693092
TGFp 1,378109 +/- 0,5841079 1,791402 +/- 1,040214
453 nm 1,742903 +/- 0,8849676 2,169817 +/- 1,423374
453 nm + TGFf 1,849124 +/- 1,295693 1,909273 +/- 1,422371

NFxB 5 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)

NF«B MD 3 Tage

relative Proteinexpression
[~
1

Western Blot Bestrahlungsversuch NFxB 3 Tage MD, (n = 8)

NF«xB 3 Tage MD

- 1+/-0

TGEFB 1,076 +/- 0,3173
453 nm 1,371 +/- 0,6916

453 nm + TGFp

1,365 +/- 0,8646

NFkB 3 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)
NF«B 3 Tage CTS
- 1+/-0
TGFpB 1,012607 +/- 0,1735317
453 nm 1,27875 +/- 0,3809176

453 nm + TGFB

0,9275 +/- 0,170021

NF«B 3 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)

NF«xB 5 Tage MD

- 1+/-0

TGFp 1,463 +/- 0,6768
453 nm 1,760 +/- 0,9786

453 nm + TGFp

1,511 +/- 0,7498

NF«xB 5 Tage MD, normiert auf Kon
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NFxB CTS 5 Tage

relative Proteinexpression
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Western Blot Bestrahlungsversuch NFxB 5 Tage CTS, (n = 8)

NF«xB 5 Tage CTS

- 1+/-0

TGFp 1,378109 +/- 0,5841079
453 nm 1,742903 +/- 0,8849676
453 nm + TGFp 1,849124 +/- 1,295693

NF«xB 5 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)

6.3.4 I1ld: Beeinflussung der Katalase-Expression durch Bestrahlung

Katalase 3 Tage

N
T

] CTs

-
(2]
1

relative Proteinexpression
(=] -
7] =
1 1

o
o
1

j rhi

¢ CQQQ B

89



Western Blot Bestrahlungsversuch Katalase 3 Tage CTS vs MD, (n = 8)

Katalase 3 Tage CTS MD

- 1+/-0 0,8113692 +/- 0,2858999
TGFp 0,7367744 +/- 0,4269846 0,5759821 +/- 0,4043705
453 nm 0,7401994 +/- 0,3996208 0,752951 +/- 0,4203486

453 nm + TGFp

0,4216004 +/- 0,2252513

0,2908926 +/- 0,1831104

Katalase 3 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)

Katalase 5 Tage
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Western Blot Bestrahlungsversuch Katalase 5 Tage CTS vs MD, (n = 8)

Katalase 5 Tage CTS MD
- 1+/-0 1,317023 +/- 0,4817986
TGFpB 0,7541945 +/- 0,2926515 0,7653831 +/- 0,4036504
453 nm 0,907337 +/- 0,4936498 0,9614219 +/- 0,542744
453 nm + TGFp 0,6892682 +/- 0,5675131 0,5809259 +/- 0,2916734

Katalase 5 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)

Katalase 3 Tage MD

- 1+/-0

TGFp 0,6802 +/- 0,3077
453 nm 0,8933 +/- 0,3152

453 nm + TGFp

0,3338 +/- 0,1619

Katalase 3 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)

Katalase 3 Tage CTS

- 1+/-0

TGEB 0,7367744 +/- 0,4269846
453 nm 0,7401994 +/- 0,3996208

453 nm + TGFp

0,4216004 +/- 0,2252513

Katalase 3 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)
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Katalase 5 Tage MD

- 1+/-0

TGFp 0,6374 +/- 0,3807
453 nm 0,7811 +/- 0,4986
453 nm + TGFp 0,4557 +/- 0,2320

Katalase 5 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)

Katalase CTS 5 Tage
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Western Blot Bestrahlungsversuch Katalase 5 Tage CTS, (n = 8)

Katalase 5 Tage CTS

- 1+/-0

TGFp 0,7541945 +/- 0,2926515
453 nm 0,907337 +/- 0,4936498
453 nm + TGFp 0,6892682 +/- 0,5675131

Katalase 5 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)
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6.3.5 Ille: Beeinflussung der NOX4-Expression durch Bestrahlung

NOX4 3 Tage
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Western Blot Bestrahlungsversuch NOX4 3 Tage CTS vs MD, (n = 8)

NOX4 3 Tage CTS MD
- 1+/-0 0,7771847 +/- 0,3119079
TGFpB 2,484617 +/- 1,25948 1,591267 +/- 0,7564692
453 nm 1,701021 +/- 1,381895 0,9524446 +/- 0,455864
453 nm + TGF 1,721957 +/- 0,6406016 1,272498 +/- 0,6318485

NOX4 3 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)

relative Proteinexpression

Al

NOX4 5 Tage
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Western Blot Bestrahlungsversuch NOX4 5 Tage CTS vs MD, (n = 8)

NOX4 5 Tage CTS MD

- 1+/-0 1,387181 +/- 0,5932037
TGFp 2,207053 +/- 2,728287 1,679642 +/- 1,3755
453 nm 1,245934 +/- 1,250086 1,143065 +/- 0,6763219
453 nm + TGFf 1,388747 +/- 0,8716684 1,471376 +/- 0,7216583

NOX4 5 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)

NOX4 3 Tage MD

- 1+/-0

TGFp 2,056 +/- 0,6884
453 nm 1,295 +/- 0,5462

453 nm + TGFp

2,112 +/- 1,552

NOX4 3 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)

NOX4 3 Tage CTS

- 1+/-0

TGEFB 2,484617 +/- 1,25948
453 nm 1,701021 +/- 1,381895

453 nm + TGFp

1,721957 +/- 0,6406016

NOX4 3 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)

NOX4 MD 5 Tage
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Western Blot Bestrahlungsversuch NOX4 5 Tage MD, (n = §)

NOX4 5 Tage MD

- 1+/-0

TGFp 1,217 +/- 0,6063
453 nm 0,8311 +/- 0,2333
453 nm + TGFj 1,199 +/- 0,5990

NOX4 5 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)

93




NOX4 CTS 5 Tage

relative Proteinexpression

Western Blot Bestrahlungsversuch NOX4 5 Tage CTS, (n =8)

NOX4 5 Tage CTS

- 1+/-0

TGFp 2,207053 +/- 2,728287
453 nm 1,245934 +/- 1,250086
453 nm + TGFp 1,388747 +/- 0,8716684

NOX4 5 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)

6.3.6 IIIf: Beeinflussung der SODI1-Expression durch Bestrahlung
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[ =]
1

94

SOD 3 Tage
1]
u 1 1 | 1
2 X R &
G o <
A RS Qé\*‘«.
@’b

£ CTSs



Western Blot Bestrahlungsversuch SOD1 3 Tage CTS vs MD, (n = 8)

SODI 3 Tage CTS MD

- 1+/-0 1,194186 +/- 0,514622
TGFp 1,292827 +/- 0,6203057 1,340392 +/- 0,7859453
453 nm 1,918913 +/- 1,416553 1,168116 +/- 0,6759225
453 nm + TGFf 1,432816 +/- 0,9269423 0,785809 +/- 0,3348657

SOD1 3 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)

SOD 5 Tage
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Western Blot Bestrahlungsversuch SOD1 5 Tage CTS vs MD, (n = 8)
SOD1 5 Tage CTS MD

- 14+/-0 1,277179 +/- 0,3956917
TGEFB 1,208575 +/- 0,4393487 1,284195 +/- 0,5583062
453 nm 1,458325 +/- 0,7314614 1,416269 +/- 1,184671

453 nm + TGFf 1,270351 +/- 0,8896913 1,025872 +/- 0,597907

SOD1 5 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)
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SOD MD 3 Tage

relative Proteinexpression
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Western Blot Bestrahlungsversuch SOD1 3 Tage MD, (n = 8)

SODI 3 Tage MD

- 1+/-0

TGFp 1,153 +/- 0,6363

453 nm 1,035 +/- 0,6651

453 nm + TGF 0,7278 +/- 0,4066
SOD1 3 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)

SODI 3 Tage CTS

- 1+/-0

TGFp 1,292827 +/- 0,6203057

453 nm 1,918913 +/- 1,416553

453 nm + TGFp

1,432816 +/- 0,9269423

SOD1 3 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)
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SOD MD 5 Tage
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Western Blot Bestrahlungsversuch SOD1 5 Tage MD, (n = §)
SODI 5 Tage MD
- 1+/-0
TGFp 1,029 +/- 0,3028
453 nm 1,058 +/- 0,5964
453 nm + TGF 0,7877 +/- 0,3681
SOD1 5 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)
SOD CTS 5 Tage
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Western Blot Bestrahlungsversuch SODI1 5 Tage CTS, (n =8)
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SODI 5 Tage CTS

- 1+/-0

TGFp 1,208575 +/- 0,4393487
453 nm 1,458325 +/-0,7314614

453 nm + TGFp

1,270351 +/- 0,8896913

SOD1 5 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)

6.3.7 Illg: Beeinflussung der Mn-SOD-Expression durch Bestrahlung

Mn-SOD 3 Tage CTS MD

- 1+/-0 0,3867115 +/- 0,389554
TGFB 0,8173712 +/- 0,3424358 0,3820781 +/- 0,340383
453 nm 2,026729 +/- 0,9532995 0,556814 +/- 0,5091751

453 nm + TGFp

1,122396 +/- 0,7336929

0,3111501 +/- 0,3033996

Mn-SOD 3 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)

Mn-SOD 5 Tage CTS MD

- 1+/-0 0,4550441 +/- 0,3581711
TGFB 0,4342039 +/- 0,3769146 0,2078478 +/- 0,166525
453 nm 2,048601 +/- 1,387442 0,5402207 +/- 0,5647253

453 nm + TGFp

0,4311169 +/- 0,2884169

0,1794005 +/- 0,121006

Mn-SOD 5 Tage CTS vs MD, normiert auf Kontrolle CTS (-CTS)

Mn-SOD MD 3 Tage
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Western Blot Bestrahlungsversuch Mn-SOD 3 Tage MD, (n = 8)

Mn-SOD 3 Tage MD

- 1+/-0

TGFp 0,9911 +/- 0,3631
453 nm 1,657 +/- 0,7576

453 nm + TGFp

1,054 +/- 0,5513

Mn-SOD 3 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)
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Mn-SOD 3 Tage CTS

- 1+/-0

TGFp 0,8173712 +/- 0,3424358
453 nm 2,026729 +/- 0,9532995

453 nm + TGFp

1,122396 +/- 0,7336929

Mn-SOD 3 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)
Mn-SOD 5 Tage MD
- 1+/-0
TGFp 0,4642 +/- 0,2188
453 nm 1,115 +/-0,4510

453 nm + TGFp

0,4662 +/- 0,2047

Mn-SOD 5 Tage MD, normiert auf Kontrolle (-)

Mn-SOD 5 Tage CTS

- 1+/-0

TGEFfB 0,4342039 +/- 0,3769146
453 nm 2,048601 +/- 1,387442

453 nm + TGFp

0,4311169 +/- 0,2884169

Mn-SOD 5 Tage CTS, normiert auf Kontrolle (-)

6.3.8 IIIh: Durchflusszytometrische Analyse

hLAP TGFf CTS MD

- 11,65625 +/- 4,503396 24,8575 +/- 11,93724
TGFp 18,515 +/- 7,981234 35,245 +/- 9,849829
453 nm 13,21625 +/- 6,45625 28,7475 +/- 8,894091
453 nm + TGFp 22,6775 +/- 6,882092 42,5275 +/- 10,1252

FACS hLAP-TGF CTS vs MD in %

ALK-5
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FACS ALK-5 CTS vs MD, MD (n = 3), CIS n = 4
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ALK-5

CTS

MD

72725 +/- 4,195532

4,123333 +/- 0,7343249

TGFB

7,6875 +/-9,738238

3,106667 +/- 0,9556325

453 nm

4,930 +/- 3,197822

5,816667 +/- 5,008816

453 nm + TGFp

2,845 +/- 0,5453134

3,090 +/- 0,5050743

FACS ALK-5 CTS vs MD in %
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FACS TGF-R Il CTS vs MD, MD (n =3), CTSn =4

TGF-R II CTS MD
- 2,795 +/- 0,1684241 2,470 +/- 0,130
TGFpB 2,8925 +/- 0,7982638 2,280 +/- 0,2851315
453 nm 2,2675 +/- 0,05499995 2,536667 +/- 1,071883
453 nm + TGFj 2,040 +/- 0,3627671 2,503333 +/- 0,2318045

FACS TGF-R II CTS vs MD in %
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FACS ALK-7 CTS vs MD, MD (n = 3), CIS n = 4
ALK-7 CTS MD
- 4,325 +/- 1,634676 3,093333 +/-2,178861
TGFpB 2,9425 +/- 0,6396027 3,843333 +/- 1,342473
453 nm 3,5875 +/- 0,4157223 2,980 +/- 0,4491103
453 nm + TGFp 2,965 +/- 0,6289408 3,383333 +/- 1,658141
FACS ALK-7 CTS vs MD in %
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FACS ALK-3 CTS vs MD, MD (n = 3), CTS n = 4

ALK-3 CTS MD

- 3,3675 +/- 0,93318 3,323333 +/- 2,015176
TGEB 2,760 +/- 0,5196794 3,406667 +/- 0,4759552
453 nm 2,820 +/- 0,2384673 3,673333 +/- 0,7480865
453 nm + TGFp 2,3475 +/- 0,4798871 3,220 +/- 0,280

FACS ALK-3 CTS vs MD in %

6.3.9 IIIi: Behandlung mit SB 431542

o-sma MD

K

SB

1,000 +/- 0,000

0,9913374 +/- 0,1591934

TGF 1 ng/ml

3,639388 +/- 1,921538

1,407235 +/- 1,068935

TGFB 5 ng/ml

3,636778 +/- 2,265021

1,851555 +/- 1,659588

TGFp 10 ng/ml

2,95352 +/- 1,496735

1,190264 +/- 0,5340284

a-sma MD, K vs SB, normiert auf Kontrolle (-K)

o-sma MD

K

SB

1,000 +/- 0,000

0,9913374 +/- 0,1591934

TGFB 1 ng/ml

1,000 +/- 0,000

0,3629445 +/- 0,1103971

TGFB 5 ng/ml

1,000 +/- 0,000

0,4923635 +/- 0,1884311

TGFp 10 ng/ml

1,000 +/- 0,000

0,4158062 +/- 0,1064172

o-sma MD, K vs SB, normiert auf jeweilige TGF-Kontrolle (-/ TGF1/ TGF5/ TGF10K)

a-sma CTS

K

SB

1,000 +/- 0,000

1,274203 +/- 0,3557853

TGFp 1 ng/ml

6,928982 +/- 6,737401

1,353056 +/- 0,3113548

TGFB 5 ng/ml

5,811269 +/- 5,19096

1,594997 +/- 1,417774

TGFp 10 ng/ml

5,318968 +/- 4,643726

1,116353 +/- 0,547084

o-sma CTS, K vs SB, normiert auf Kontrolle (-K)

a-sma CTS

K

SB

1,000 +/- 0,000

1,274204 +/- 0,3557854

TGFB 1 ng/ml

1,000 +/- 0,000

0,4241013 +/- 0,3110251

TGFB 5 ng/ml

1,000 +/- 0,000

0,3500128 +/- 0,2087886

TGEFp 10 ng/ml

1,000 +/- 0,000

0,3204301 +/- 0,1915786

a-sma CTS, K vs SB, normiert auf jeweilige TGF-Kontrolle (-/ TGF1/ TGF5/ TGF10K)

Mn-SOD MD

K

SB

1,000 +/- 0,000

3,182736 +/- 1,972395

TGFpB 1 ng/ml

0,4179933 +/- 0,1758611

1,392682 +/- 0,7142307

TGFp 5 ng/ml

0,5618124 +/- 0,2994507

1,23218 +/- 0,3865613

TGFp 10 ng/ml

0,5324278 +/- 0,2183442

1,117248 +/- 0,386181

Mn-SOD MD, K vs SB, normiert auf Kontrolle (-K)

Mn-SOD CTS

K

SB

1,000 +/- 0,000

3,558228 +/- 1,228982

TGFpB 1 ng/ml

0,7596717 +/- 0,2283664

3,192575 +/- 2,082533

TGFB 5 ng/ml

0,7782434 +/- 0,2622587

2,469037 +/- 2,042504

TGFp 10 ng/ml

0,584686 +/- 0,1628054

1,10528 +/- 0,4350276

Mn-SOD CTS, K vs SB, normiert auf Kontrolle (-K)
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NOX4 MD
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TGFB (ng/ml)
SB-Versuch NOX4 MD, K vs SB, (n =5)
NOX4 MD K SB

1,000 +/- 0,000

0,9931619 +/- 0,3244079

TGFpB 1 ng/ml

1,112114 +/- 0,8345711

0,9511443 +/- 0,5628878

TGFB 5 ng/ml

1,386871 +/- 0,9672102

0,9927325 +/- 0,4609184

TGFp 10 ng/ml

1,349873 +/- 0,7804486

0,9825966 +/- 0,3843829

NOX4 MD, K vs SB, normiert auf Kontrolle (-K)

NOX4 CTS
c 31
.g T K
@ T @8 5B
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9 A “ NQ
TGFP (ng/ml)
SB-Versuch NOX4 CTS, K vs SB, (n =5)
NOX4 CTS K SB

1,000 +/- 0,000

1,026888 +/- 0,5094081

TGFp 1 ng/ml

1,41793 +/- 1,110548

1,389931 +/- 1,141805
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TGFp 5 ng/ml

1,720759 +/- 0,6648141

1,472319 +/- 0,6998444

TGFp 10 ng/ml

1,526193 +/- 0,6000156

0,8441841 +/- 0,4360714

NOX4 CTS, K vs SB, normiert auf Kontrolle (-K)
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relative Proteinexpression
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TGFB (ng/ml)

SB-Versuch Katalase MD, K vs SB, (n = 3)

Katalase MD

K

SB

1,000 +/- 0,000

0,9383825 +/- 0,09686822

TGFpB 1 ng/ml

0,6706721 +/- 0,09502155

0,713554 +/- 0,3378806

TGFp 5 ng/ml

0,6704794 +/- 0,09963023

0,6224954 +/- 0,1092079

TGFp 10 ng/ml

0,6889375 +/- 0,03013358

0,6083182 +/- 0,06183824

Katalase MD, K vs SB, normiert auf Kontrolle (-K)
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SB-Versuch Katalase CTS, K vs SB, (n =5)

Katalase CTS K SB

- 1,000 +/- 0,000 1,324211 +/- 0,4107604
TGFB 1 ng/ml 0,9894843 +/- 0,4354066 1,142138 +/- 0,4003842
TGFp 5 ng/ml 1,087507 +/- 0,3926723 1,097649 +/- 0,6532205
TGFB 10 ng/ml 0,8882151 +/- 0,2863278 0,8133408 +/- 0,2801406

Katalase CTS, K vs SB, normiert auf Kontrolle (-K)

*
” - TGFB 1 ng/ml TGFB 5 ng/ml TGFB 10 ng/ml
5}
>
Q.
o
- K SB K SB K SB K SB

NOX4 MD, K vs SB, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts) Standard, K-, SB-, K+TGFp 1
ng/ml, SB+TGFp 1 ng/ml, K+TGFf 5 ng/ml, SB+TGFp 5 ng/ml, K+TGFf 10 ng/ml, SB+TGFf 10 ng/ml.

- TGFB 1 ng/ml TGFB 5 ng/mi TGFB 10 ng/ml

pJepue)s . .

NOX4 CTS, K vs SB, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts) Standard, K-, SB-, K+TGFp 1
ng/ml, SB+TGFp 1 ng/ml, K+TGFp 5 ng/ml, SB+TGFp 5 ng/ml, K+ TGFp 10 ng/ml, SB+TGFp 10 ng/ml.

s TGFB 1 ng/ml TGFB 5 ng/ml TGFB 10 ng/ml

plepuels ' '

Katalase MD, K vs SB, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts) Standard, K-, SB-, K+ TGFf
1 ng/ml, SB+TGEf 1 ng/ml, K+TGFp 5 ng/ml, SB+TGFf 5 ng/ml, K+TGFp 10 ng/ml, SB+TGFp 10 ng/ml.
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& - TGFB 1 ng/ml TGFB 5 ng/ml TGFB 10 ng/ml
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& K SB K SB K SB K SB

Katalase CTS, K vs SB, exemplarischer Western Blot Mit (von links nach rechts) Standard, K-, SB-,
K+TGFB 1 ng/ml, SB+TGFB 1 ng/ml, K+TGFB 5 ng/ml, SB+TGFB 5 ng/ml, K+ TGFB 10 ng/ml,
SB+TGFB 10 ng/ml.

6.3.10 I1lj: Beeinflussung der GPX-Aktivitiit durch Bestrahlung

GPX 3 Tage
300+

i C CTs

E @ MD

£

£ 200- {

£ h1 &

b

= 100-

=

u ) 1 1 )
k3
"bé@
©
GPX 3 Tage CTS vs MD, n = 9

GPX 3 Tage CTS MD
- 208,3301 +/- 59,82188 149,7189 +/- 32,70509
TGFp 168,5729 +/- 87,45414 126,3951 +/- 57,43673
453 nm 164,1616 +/- 63,68283 170,6352 +/- 76,93801
453 nm + TGFf 150,9188 +/- 86,38426 146,1379 +/- 127,7023

GPX 3 Tage CTS vs MD, Aktivitiit in nm/min/ml
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GPX 5 Tage
500 -

) [ CTS

E 400- B3 MD
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GPX 5 Tage CTS vs MD, n = 9

GPX 5 Tage CTS MD
- 313,7345 +/- 139,4099 241,5101 +/- 80,16594
TGFpB 2432727 +/- 101,778 251,9797 +/- 134,8642
453 nm 216,4353 +/- 122,8489 314,803 +/- 140,6893
453 nm + TGFp 198,1939 +/- 74,02428 206,3519 +/- 107,4981

GPX 5 Tage CTS vs MD, Aktivitdt in nm/min/ml
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GPX CTS 3 Tage
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GPX 3 Tage CTS, n =9

GPX 3 Tage CTS
- 208,3301 +/- 59,82188
TGFpB 168,5729 +/- 87,45414
453 nm 164,1616 +/- 63,68283

453 nm + TGFp

150,9188 +/- 86,38426

GPX 3 Tage CTS, Aktivitit in nm/min/ml
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GPX MD 3 Tage

300+
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GPX 3 Tage MD, n =9
GPX 3 Tage MD
- 149,7189 +/- 32,70509
TGFpB 126,3951 +/- 57,43673
453 nm 170,6352 +/- 76,93801

453 nm + TGFp

146,1379 +/- 127,7023

GPX 3 Tage MD, Aktivitdt in nm/min/ml

GPX 5 Tage CTS

- 313,7345 +/- 139,4099
TGEFB 243,2727 +/- 101,778
453 nm 216,4353 +/- 122,8489

453 nm + TGFp

198,1939 +/- 74,02428

GPX 5 Tage CTS, Aktivitdit in nm/min/ml
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GPX MD 5 Tage
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GPX 5 Tage MD, n =9

GPX 5 Tage MD
- 241,5101 +/- 80,16594
TGFpB 251,9797 +/- 134,8642
453 nm 314,803 +/- 140,6893
453 nm + TGFp 206,3519 +/- 107,4981

GPX 5 Tage MD, Aktivitdt in nm/min/ml

6.3.11 IlIk: Beeinflussung der a-sma-Expression durch H>0: Behandlung

H>0,-Behandlung a-sma
- 1+/-0
TGFp 1 ng/ml 5,069 +/- 1,550
TGFp 1 ng/ml + 10 H,0» 5,545 +/- 2,088
TGFp 1 ng/ml +20 H,0, 6,486 +/- 1,734
TGFp 1 ng/ml + 50 H,0, 3,545 +/- 1,623

H>0; MD, a-sma, TGFf 1 ng/ml normiert auf Kontrolle (-)

H,0,-Behandlung a-sma
- 1+/-0
TGFp 5 ng/ml 5,668 +/- 1,715
TGFB 5 ng/ml + 10 H,0, 5,998 +/- 2,325
TGFB 5 ng/ml + 20 H,0, 6,336 +/- 2,926
TGFp 5 ng/ml + 50 H,O» 3,463 +/- 1,791
H>0; MD, a-sma, TGFf 5 ng/ml normiert auf Kontrolle (-)
H,0,-Behandlung a-sma
- 1+/-0
TGFp 10 ng/ml 5,934 +/- 3,000
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TGFB 10 ng/ml + 10 H,0,

3,775 +/- 1,807

TGFB 10 ng/ml + 20 H,0,

3,026 +/- 1,657

TGFB 10 ng/ml + 50 H,O»

1,359 +/- 0,8782

H>0, MD, a-sma, TGFf 10 ng/ml normiert auf Kontrolle (-)

H>0,-Behandlung

o-Sma

TGFp 10 ng/ml

1+/-0

TGFB 10 ng/ml + 10 H,0,

0,6521 +/- 0,07532

TGFB 10 ng/ml + 20 H,0,

0,4948 +/- 0,08852

TGFB 10 ng/ml + 50 H,O»

0,2491 +/- 0,1364

H>0; MD, a-sma, TGFp 10 ng/ml normiert auf TGF (TGFp 10 ng/ml)

6.4 Anhang IV: Rohwerte

TGF hLAP CTS, %

- 14,89 7,05 8,3 17,67 7,35 7,46 1584 14,69
TGFB 21,62 16,01 22,77 133 1098 1435 3545 13,64
453 nm 1327 13,75 9,68 12,58 6,62 11,59 10,1 28,14
453 nm + TGFB 28,5 22,55 20,7 18,89 9,96 2298 3337 2447
TGF hLAP MD, %

- 34,86 3846 7,44 40,84 17,92 1603 19,78 23,53
TGFp 2451 29,68 2592 4497 2649 3746 4346 4947
453 nm 299 16,79 3146 3032 18,05 2677 3138 4531
453 nm + TGFB 28,03 37,71 47,72 5688 36,9 3508 42,56 5534
ALK3 CTS, %

: 387 2,17 3,13 43

TGFB 225 346 2,81 2,52

453 nm 3 2,88 2,47 2,93

453 nm + TGFB 2,64 2,57 1,63 2,55

ALK3 MD, %

. 5,25 3,49 1,23

TGFp 3,32 3,92 2,98

453 nm 4,08 4,13 2,81

453 nm + TGFB 3,1 3,54 3,02

ALK7 CTS, %

- 473 191 5,34 5,32

TGFp 248 387 2,86 2,56

453 nm 338 3,13 3,77 4,07

453 nm + TGFB 33 214 2,84 3,58

ALK7 MD, %

: 5.4 2,81 1,07

TGFB 3,16 5,39 2,98

453 nm 3,46 2,91 2,57

453 nm + TGFB 2,05 5,24 2,86
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TGF-RII CTS, %

- 2,93 2,55 2,83 2,87

TGFp 2,83 4 2,63 2,11

453 nm 2,34 2,28 2,23 2,22

453 nm + TGFp 1,85 2,57 1,77 1,97

TGF-RII MD, %

- 2,54 2,55 2,32

TGFB 1,99 2,56 2,29

453 nm 3,77 1,83 2,01

453 nm + TGFp 2,39 2,35 2,77

ALKS CTS, %

- 6,59 13,26 5,72 3,52

TGFp 1,88 22,26 3,27 3,34

453 nm 337 9,72 3,11 3,52

453 nm + TGFp 2,8 3,24 2,09 3,25

ALKS MD, %

- 3,74 4,97 3,66

TGFp 2,57 4,21 2,54

453 nm 11,60 2,87 2,98

453 nm + TGFp 2,59 3,60 3,08

GPX 3 Tage MD (nm/min/ml)
186,15 171,82 118,67 104,63 177,84 138,05 191,25 141,24 117,78

- 7 6 8 6 8 0 4 1 0

142,47 154,25 119,33 131,48 258,12

TGFpB 87,513 0 66,226 86,826 8§ 1 3 7 91,322
185,32 271,16 107,27 321,05 154,21 150,40 134,89 105,37 106,01

453 nm 2 5 0 8 3 7 9 2 1

453 nm + 400,92 135,51 133,67 142,42 305,19

TGFpB 6 3 45913 64,834 5 7 10,264 0 76,500

GPX 5 Tage MD (nm/min/ml)
181,00 286,47 144,83 186,82 416,64 284,13 230,00 221,35 222,32

- 9 0 5 7 2 0 1 7 2
225,67 486,61 102,12 187,25 263,69 171,85 172,87 467,57 190,17

TGFB 0 2 2 1 7 2 2 0 2
184,62 36591 319,47 111,33 229,73 489,78 448,00 484,08 200,27

453 nm 6 3 1 7 9 5 0 4 2

453 nm + 170,57 308,59 122,01 383,38 222,08 149,43 317,86

TGEB 4 1 93,496 7 5 8 6 1 89,720

GPX 3 Tage CTS (nm/min/ml)
212,17 216,20 195,75 333,63 206,74 256,83 136,86 147,42 169,31

- 4 9 7 5 8 5 8 8 8
122,43 134,81 264,48 247,79 314,18 102,82 174,23

TGFB 5 61,635 7 7 1 94,748 2 6 5
165,84 148,59 272,83 268,38 109,49 147,66 137,46 128,39

453 nm 3 98,783 1 5 3 6 4 3 7

453 nm + 146,36 332,80 248,90 138,01 114,72 138,51

TGFpB 86,817 71,096 5 0 4 7 6 2 81,031
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GPX 5 Tage CTS (nm/min/ml)
232,90 212,73

247,23 377,87

416,55 630,47 254,89

213,96 236,96

- 4 0 5 8 7 9 7 4 6
209,11 154,01 201,32 381,63 386,22 204,66 34856 112,31 191,60
TGFpB 3 7 2 5 6 1 2 0 8
228,31 121,87 229,84 406,12 414,05 186,13 193,00
453 nm 3 8 3 2 2 89,043 2 79,528 6
453 nm + 24737 15290 200,20 313,73 294,12 113,39 161,98 107,20 192,81
TGFpB 4 4 9 9 2 1 6 7 3
SBV a-sma MD
0 ng/ml TGFp 886520 15857780 3357018 3746160 2973708
1 ng/ml TGFp 5879307 70804500 8974153 7328252 7346904
5 ng/ml TGFpB 5281010 98384580 5082179 7209507 7684931
10 ng/ml TGFB 3809776 76469720 5216416 7018442 6603249
0 ng/ml TGFB+SB 1101085 14203060 2835604 3463760 3121526
1 ng/ml TGFB+SB 2817562 24720900 1757517 2529153 3272165
Sng/ml TGFB+SB 4181302 29801080 2602622 3529331 2808884
10 ng/ml TGFB+ SB 1631526 23911950 1701976 3047978 3813582
SBV a-sma CTS
0 ng/ml TGFp 5626164 1737744 3363360 3482160 3779364
1 ng/ml TGFp 5541180 4579676 40467940 9893567 61041980
5 ng/ml TGFp 8078398 4309237 42214910 8067891 38823000
10 ng/ml TGFpB 6887905 3604602 33027890 8964204 41202790
0 ng/ml TGFB+SB 5826733 1946012 5807601 5485582 3452273
1 ng/ml TGFB +SB 4528403 2708361 5058035 4891954 5643058
Sng/ml TGFB+SB 4757201 605315 5468378 4055810 15081540
10 ng/ml TGFB + SB 2260629 2093812 3277566 3738978 7282130
SBV MnSOD MD
0 ng/ml TGFp 5985576 46431460 3541482 13093190 5775975
1 ng/ml TGFp 3901731 11050280 1947875 3851391 2055963
5 ng/ml TGFpB 4217909 28449590 3263231 1596988 2589134
10 ng/ml TGFpB 3168953 31424570 2851700 3349937 2280537
0ng/ml TGFB+SB 29418180 132894400 3924237 72092020 8794046
1 ng/ml TGFB+SB 2934780 65257050 3165176 26265420 12521570
5ng/ml TGFB +SB 8787344 46785150 3411935 23572480 5322062
10 ng/ml TGFB +SB 6635579 26833750 3311953 20123080 8245906
SBV MnSOD CTS
0 ng/ml TGFpB 89281230 3777453 6898980 16972080 12404250
1 ng/ml TGFpB 34605070 3001611 5047845 15526620 12027620
5 ng/ml TGFpB 42274660 4463612 4970681 14347850 8313286
10 ng/ml TGFpB 34887860 2528766 4097410 13615340 5793958
0 ng/ml TGFB+SB 172718700 12900100 36256400 69487040 38354480
1 ng/ml TGFB +SB 45095420 13880410 43156060 51469140 30951590
5ng/ml TGFB+SB 49820060 2950505 35581670 30490930 50262360
10 ng/ml TGFB +SB 38137910 3796694 10859810 19712250 16852050
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SBV NOX MD

0 ng/ml TGFp 3723304 1447978 2220498 2044124 3426498

1 ng/ml TGFp 2015068 1155694 1681127 5291120 3000501
S ng/ml TGFp 2010781 4119237 1131530 3550622 4464411
10 ng/ml TGEB 1665961 3471438 2714104 3771767 2868029
0 ng/ml TGFB +SB 4060823 1722989 1191304 2757833 2739748

1 ng/ml TGFB+SB 1284954 1900770 742987 3021259 4404006
5ng/ml TGFB+SB 4509374 2240131 2257869 1822525 1017819
10 ng/ml TGFB + SB 2013577 2002771 1735785 2844407 2795389
SBV NOX CTS

0 ng/ml TGFp 7787988 4005372 2624688 5051880 2008968
1 ng/ml TGFp 4275834 6480854 3569585 16026980 783693

5 ng/ml TGFp 8220587 7302099 3692019 14166110 3042372
10 ng/ml TGEB 7900110 5730306 3017691 12828350 3007138
0 ng/ml TGFB+SB 10183160 4451152 3443346 6446746 256314

1 ng/ml TGFB+SB 7650662 6263000 2059470 16548990 689432
Sng/ml TGFB+SB 10578650 2737828 2480337 10504700 4611301
10 ng/ml TGFB + SB 8217248 1745183 822554 6276280 2359202
SBV Katalase MD

0 ng/ml TGFp 57420340 70405620 59904500

1 ng/ml TGFp 43409430 48421780 34041820

5 ng/ml TGF 39265140 39768700 45693220

10 ng/ml TGFp 38977620 46831760 43300760

0 ng/ml TGFp + SB 60019270 60293640 54723400

1 ng/ml TGFpB + SB 36266520 29865420 64988840

5 ng/ml TGFP + SB 42923020 38424040 34397820

10 ng/ml TGFp + SB 30959760 46350590 37586510

SBV Katalase CTS

0 ng/ml TGFp 81382970 25253620 35311190 45919320 62646860
1 ng/ml TGFp 40591860 20680120 55234030 34666860 82104300
5 ng/ml TGFp 51204410 20956630 58694910 53383640 72278290
10 ng/ml TGFpB 48894380 16808810 46850940 43376200 56586580
0 ng/ml TGFB+SB 90546710 46530190 53383120 64128870 47460720
1 ng/ml TGFB+SB 39585120 39657270 40891300 59652340 74977580
Sng/ml TGFB+SB 50885560 13727280 36971780 50107200 136644000
10 ng/ml TGFB + SB 37372150 29679250 27218490 30522560 62441750
H»0; 1 ng/ml TGFB

- 10752190 16144490 6444670

TGFb 55929650 55808220 42201300

TGFb + 10 H,O, 53391470 61484020 50663440

TGFb + 20 H,O, 77563100 72768340 49868710

TGFb + 50 H,0» 54689060 29890070 23819260

H,0; 5 ng/ml TGFB
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- 10752190 16144490 6444670
TGFb 64833380 61372040 46235730
TGFb + 10 H20, 67272970 57384160 52741200
TGFb + 20 H,0» 74982020 50754300 57290540
TGFb + 50 H,O» 46023140 22744000 30289110
H>0: 10 ng/ml TGFB
- 10752190 16144490 6444670
TGFb 65233580 46314520 57130440
TGFb + 10 H,0» 37998540 33906290 36668970
TGFb + 20 H,0, 38151880 18891630 28087890
TGFb + 50 H,O, 25329580 11267930 6603707
a-sma CTS 3 Tage
- 4396505 1184706 1918787 26251670 1234280 5861608 5274780 7674233
TGFp 76905140 22990850 9807921 58097000 6102296 10335640 8933803 24023990
453 nm 5542686 1238817 1677942 18917550 1279977 4714947 6218546 12724690
453 nm +
TGFB 42555220 9138874 5041214 24645340 3904599 7019090 6658638 21542860
a-sma MD 3 Tage
2022665 229430 1294482
- 3687535 5169082 7029155 0 2 5045747 7245207 0O
1365759 3617184 4154461 4348570 623822 1015932 2496706 2839694
TGFpB 0 0 0 0 8 0 0 0
1074243 1544225 122181 1078861 1980251
453 nm 9103655 2271062 0 0 0 6576686 0 0
453 nm + 1535148 1232182 1420522 264197 1478818 1618324
TGFp 0 7310942 0 0 1 6310363 0 0
a-sma CTS 5 Tage
- 9123734 7938128 2728092 224228 5803712 3362582 1436600 1861449
TGFB 21665900 54295740 36834730 7005896 40624060 16488650 3253998 5210105
453 nm 11827580 14963590 6381165 435587 8443667 3208380 885771 1730747
453 nm + TGFB 14310600 70606430 26239010 1316702 24613180 6526926 1648783 1556161
a-sma MD 5 Tage
- 16722120 24452080 7263200 248551 10116270 3983280 2080294 1915700
TGFpB 36164290 48043720 17299080 2361048 78751070 17500760 16861320 5589209
453 nm 16668350 42782010 5348473 187057 9581594 3447585 1751357 1955256
453 nm + TGFB 25972790 52236100 16839020 711429 37201560 12767390 6290954 1959994
B-Catenin CTS 3 Tage
- 11123050 6551574 24762330 19639830 13385680 1972606 3060640 7567911
TGFpB 50706390 41507020 49240920 28860830 21884170 2358090 1228324 15439060
453 nm 23196160 16304660 13224840 9518890 8980953 1970894 921131 8956162
453 nm + TGFB 39893410 44009600 30245160 25428900 21869490 3452234 2685564 20838110
p-Catenin MD 3 Tage
- 13583510 18663360 9674201 11365910 17962980 2390192 2282879 10499270
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TGFB 30504240 36388810 31572490 16449710 20738970 2398728 1748886 27318830
453 nm 27091830 20107270 22993990 9207024 10211200 3172358 1773209 6996009
453 nm + TGFB 32167620 9821325 13975840 12624370 9143775 3015452 2944028 31226760
p-Catenin CTS 5 Tage
- 4721447 7614155 4038052 3916752 6954330 2756641 762406 17269450
TGFpB 16894680 14282790 9982553 13460670 9889324 4577680 1660445 46184200
453 nm 7701749 19782730 6899173 7999575 7105863 2018842 688998 22229120
453 nm + TGFB 6645026 24211060 41371520 9124665 12216990 3862291 1667272 32623910
-Catenin MD 5 Tage
- 7475780 9036847 9171694 6677368 7919735 3531188 721033 33011300
TGFB 15517040 28469140 11413070 18413920 9949223 4424120 1751600 48930610
453 nm 9080426 25896850 14819130 8420911 8233845 2732007 683879 28959600
453 nm + TGFB 13375080 27608750 15019940 5991696 15794250 3838160 1316198 52515860
NF«xB CTS 3 Tage
- 8066381 5702774 4257684 2672991 4399408 6631473 3665480 7541820
TGFB 10345480 3851605 4323802 2438451 4802587 6925829 3548719 8346390
453 nm 10382420 7118767 7239463 4685930 5884633 3423682 3988214 9712908
453 nm + TGFB 6622371 4288410 5294962 2332350 4570240 5781487 3879456 5823516
NF«B MD 3 Tage
- 9289761 4604304 2242659 2132701 3040089 7586821 4190997 6849587
TGFB 11717030 4539905 1570011 2327025 4856957 4967899 4181888 9050208
453 nm 4622933 7299889 5612401 4159769 5264383 4572956 4552723 6930899
453 nm + TGFB 4192824 3496404 5960603 5772113 3816989 9877305 4533515 4768374
NF«B CTS 5 Tage
- 3393936 3622938 3227070 6262776 7952464 9235624 7187957 8195768
TGFB 4789003 5071309 8138037 3681897 8767108 16919930 7889069 8788603
453 nm 7714141 6943524 11514140 10854980 9837933 11683100 9149019 5553410
453 nm + TGFB 12911010 4833741 12675370 7191437 7168390 17738860 7595654 5734739
NFkB MD 5 Tage
491059 1394821 1061314
- 6777552 2 4975849 3747291 O 0 6592374 7706496
1192799 494756 1079327 1360445
TGFB 0 1 0 9599293 6604640 0 9388064 7901521
1378724 598743 1479417 1201738 1952171 1070454
453 nm 0 3 0 0 7332159 0O 0 5043262
453 nm + 1748549 741676 1376151 1006115
TGFB 0 6 7439846 9565429 4762203 0 6654309 0
SOD CTS 3 Tage
1527614 1025027 1033330 1175666 323804
- 7447020 O 7067963 0 8130822 0 0 0
1959562 1800275 1216854 1156256 1024047 327037
TGFB 0 0 0 0 9318134 6794424 0 2
3659504 1813785 2299822 1396271 1032941 1603559 387512
453 nm 0 0 0 0 0 8315910 0 6
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453 nm + 2639880
TGFB 0

1225230
0

1385451
0

1043763
0

8732849

8013035

1334089
0

375386
8

SOD MD 3 Tage

- 6321157 15949080 17026560 10668700 9583847 7677185 13767130 3611689
TGFB 16511940 17450280 19812970 9289365 7679016 6448792 7387500 4742850
453 nm 16777080 10755210 15952030 7977124 8017848 7937574 9786643 2489808
453 nm + TGFB 9944177 5071029 6133835 7161043 8343630 5441588 5820399 3246291
SOD CTS 5 Tage
- 27933410 7601765 12947370 12912980 11002560 10051580 16817130 7510685
TGFB 47764190 10641630 24256420 14144720 7436845 6620641 20100630 7962014
453 nm 48749300 11246730 40425870 12668600 10353990 13680520 17572250 7447086
453 nm
+ TGFB 63372600 8173503 37280660 3370079 9730376 7094554 10747230 10884910
SOD MD 5 Tage
1318863 2287928 1087983 1468088 1788134 859046
- 44510500 0O 0 0 0 7418304 0 4
3207632 1399586 1898609 968800
TGFB 46864810 7621042 0 0 8422291 8520065 0 7
5496855 1202585 1001339 1100164 815540
453 nm 45157820 7892001 0 7755213 0 0 0 1
453 nm + 2100397 1107200 999902
TGFB 55783580 6446954 0 4404011 0 7779244 4826711 7
NOX4 CTS 3 Tage
- 8729769 7541226 6378912 4742364 12702900 13955250 2490904 4167896
TGFpB 20932730 15033700 28995700 20030430 16567800 34640360 4151615 5234607
453 nm 16150270 9487924 26122020 16677570 8232951 12041070 873046 4248708
453 nm + TGFB 17814600 12959540 11429270 13777010 9131907 16028640 4615902 6663987
NOX4 MD 3 Tage
- 7203184 6359060 1357111 5029048 8661515 15010390 2631596 1925415
TGFB 21397340 15256280 1915399 9119961 23595040 12978140 5610362 4138228
453 nm 10756680 11243100 3113597 6420833 5645022 17357540 2530830 1459731
453 nm + TGFB 7407736 7635460 7050918 6656013 21881100 3631760 5952011 5992554
NOX4 CTS 5 Tage
- 674769 5251980 1826265 6223672 3868896 7116906 4755884 3398402
TGFB 548844 8973155 16228420 7419530 4544764 8525890 9180049 2560098
453 nm 218481 7011483 7701335 4947823 4601953 7035936 2005494 2368343
453 nm + TGFB 507428 6025675 6327795 4894394 4711097 9632318 6603062 3397836
NOX4 MD 5 Tage
- 954795 7594243 4019773 5730176 6017426 6460479 10159200 1751708
TGFp 488364 11980740 8829609 5722923 3611049 10611410 6977782 2672208
453 nm 583069 5051844 4914415 6169822 4203264 4762242 6495990 1749366
453 nm + TGFB 782992 9883853 5566654 4990837 4549799 11151110 4557132 4002022
Mn-SOD CTS 3
Tage
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475120

- 16937520 11451620 8 50158790 42361170 50319630 9200656 55772990
699342
TGFpB 19655220 4080437 8 35638710 30114530 38473180 6284589 37993560
577195
453 nm 51188130 10703310 3 102953100 95543540 50711800 32940220 119698400
453 nm 512103
+ TGFB 24842200 2116737 2 47890930 58730480 23569380 23869580 47175860
Mn-SOD MD 3 Tage
- 5839432 768262 1675843 16379420 27595920 60996950 821792 2767357
TGFB 5449791 317739 1701699 24503190 38646500 41082990 675676 3249249
453 nm 8767150 1833137 1288356 33533540 40038740 79821460 2429258 2320829
453 nm + TGFB 4185955 1454901 575787 21164670 41219240 21693670 1075623 2833468
Mn-SOD CTS 5 Tage
484526
- 1 43226780 12127610 31269130 47530980 50491760 30499160 41618580
TGFpB 782810 27006050 15625730 6320828 18462120 16370180 9763277 6824463
601416
453nm 0 81189850 61943040 76619750 54735490 127421700 38555310 32132150
453 nm 133202
+TGFB 7 18656240 13313570 7481383 17883060 25911920 9662514 8287931
Mn-SOD MD 5 Tage
- 927051 23100330 11206200 5471111 35548150 44272930 3745214 2834377
TGFp 152722 16608960 4382550 4589398 11222070 21400010 1672127 1004516
453 nm 1242960 11502560 18529240 8364190 24247890 66727180 3815885 1955254
453 nm + TGFB 636489 6748296 4207370 4691786 11237410 17267310 1170499 1413903
Cat CTS 3 Tage
- 7086335 15715530 12584230 6999366 2953068 2573250 1789704 63299360
TGFpB 10455130 10640410 6109553 2685480 1389947 807721 2265677 51125830
453 nm 8694079 11256150 3031440 1837629 1606495 3276427 1792889 41379430
453 nm + TGFB 3755505 9124692 2995979 1019263 506171 1557261 627476 47417020
Cat MD 3 Tage
- 6984774 10131680 7485067 2815197 3337571 1657208 2048367 57638920
TGFB 6269004 6104070 3757250 978680 1581469 1115000 2718908 35755200
453 nm 8073107 6504411 9618839 1286083 2311037 1736837 2456043 38048600
453 nm + TGFB 2597316 1059639 4375743 354232 1050319 788929 651940 22228550
Cat CTS 5 Tage
- 8005866 8080910 6049110 1304536 22312380 20871740 2789490 35233740
TGFB 8786043 7998523 3669807 1284694 10910800 5589772 1832719 33155510
453 nm 11561720 14085710 2502894 1452364 20448060 10590590 1208948 24209920
453 nm + TGFB 9771652 14652920 4674404 244639 7177669 4537174 1595666 14408300
Cat MD 5 Tage
- 9395946 8505847 11052830 1019392 40534910 14661890 5341621 44650780
TGEFB 12103110 5832641 1603384 1111945 17588610 5125297 2773781 26208810
453 nm 11173380 15611600 4003065 644930 30485210 7535447 2138091 25152350
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453 nm + TGFB 9346145 4695896 4266733 391500 15158340 4579680 1492563 16192500
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